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Resumen
De las hojas del CestrumtayloriBritt&Wills fueron aislados e identificados dos esteroles, que se
identificaron a partir de sus datos espectroscopicos de RMN H', RMN C® y de espectroscopia

de masa, como 16-a-Hidroxidormantinona e Dormantinol.
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Abstract

From the leaves of Cestrum taylori Britt & Wills they were isolated and identified two sterols,
which were identified from their spectroscopic data from proton NMR and carbon thirteen, and

mass spectroscopy as 16-a-Hidroxidormantinona- and Dormantinol.
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Aislamiento de la 16-a-hidroxidormantinona y del dormantinol, a partir de las
hojas del CestrumtayloriBritt&Wills

Introduccion

El género Cestrum L. pertenece a las solanaceas, tipica sub-familia Cestreaetribu,
Cestroideae [1]. Estas plantas presentan una toxicidad significativa al ganado bovino
[2]. Este género estd compuesto por arbustos, arboles jovenes de hasta 2 metros de
altura, entre otras caracteristicas, flores con corola tubular - infundir buliforme. Sus
especies se distribuyen a lo largo de las Américas tropicales y subtropicales, y son
pioneros en el proceso de sucesion ecoldgica, que tienen importancia en los programas

de restauracion ambiental [3].

El CestrumtayloriBritt&Wills, es una planta endémica de Cuba, donde crece
principalmente en el este del pais; fue colectada en la provincia de Santiago de Cuba
para el estudio [3]. El objetivo de este trabajo fue realizar el analisis fitoquimico de las

hojas de CestrumtayloriBritt&Wills para extraer los principios activos.

Materiales y métodos utilizados

Las hojas de esta planta se recogieron en la provincia de Santiago de Cuba en la Granja
de Fernandina, en la Gran Piedra. La planta fue identificada por el doctor Victor Fuentes
Fiallo, como CestrumtayloriBritt&Wills, planta endémica de Cuba. Una copia de este
ejemplar fue depositada en el Herbario de la Estacion Experimental de Plantas
Medicinales “J. T. Roig”, conel N ° 4198.

Meétodo de extraccion de metabolitos secundarios

Las hojas se prepararon para la extraccion y se secaron a 40-50 °C, luego fueron
molidas hasta un polvo fino. Para realizar el estudio se aplicd la técnica de extraccion
descrito por Wall et al., 1952 [4], utilizando etanol al 95 % como disolvente. El proceso
se repitio cuatro veces durante cuatro horas. Los extractos de etanol se concentraron por

destilacion a vacio en un evaporador rotatorio para dar un extracto final.

Mas tarde fue desengrasada utilizando n-heptano mediante la repeticién cuatro veces
con 100 mL. El extracto acuoso acido se hidroliza durante tres horas con HCI 1,5 M. El
producto de la hidrélisis fue adicionado sobre una mezcla de hielo/agua, y el solido
formado se dejo precipitar, el cual luego fue separado por centrifugacion (tabla 1).
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TABLA 1. RESULTADOS OBTENIDOS DEL ESTUDIO DE LAS HOJAS DE
CestrumtayloriBritt&Wills

Especie y 6rgano | Material seco Rendimiento/MS

estudiado (kg) Glicosidos % Aglicona | %
9) (9)

C. Taylori 0,32 11,5 (3,5) | 54 ,7)

(hojas)

Aislamiento y purificacion de metabolitos secundarios

El crudo de esteroide bruto obtenido se purificé y fue aislado en sus componentes por
técnicas cromatograficas. Se realizd una cromatografia en columna de gel de silice
Merck, y se utilizaron como eluyentes cloroformo, metanol y mezclas de los mismos
disolventes. A continuacion, las fracciones de dos o mas compuestos se separaron,

usando una nueva cromatografia en columna o cromatografia en capa fina preparativa.

La tabla 2 resume los resultados del estudio de la cromatografia en una columna

primaria, que se prepard por el método himedo, utilizando una columna de 46 cm de

longitud y 5 cm de diametro. El adsorbente utilizado fue gel de silice Merck (malla 70-

230) y como eluente, cloroformo y cloroformo/metanol en diversas concentraciones.
TABLA 2. COMPUESTOS ESTEROIDALES AISLADOS

E IDENTIFICADOS DE LAS HOJAS DE
Cestrumtaylori Britt & Wills

Compuestos Hojas (g) Rf

CT-1(Yucagenina) 0,047 0,55 (a)
CT-2 (Yamogenina) 0,068 0,66 (a)
CT-3 E1 (Esterol I) 0,031 0,30 (a)
CT-4 E2 (Esterol I1) 0,015 0,45 (a)

Eluyentes en la cromatografia de capa delgada: a) =
CHCIy/MeOH (95:5)

Resultados y discusion
CT-1 (YUCAGENINA)

Se aislo de Cestrum taylori Britt & Wills (0,047 % hojas). Se eluy6 con CHCIl3/MeOH
(90:10) v/v y se recristalizé en acetona para dar un sélido cristalino TF = 246-245 °C.
En la cromatografia de capa fina usando gel de silice 60 F254 (0,25 mm), fase movil
CHCI3/MeOH (95: 5) mostr6 un Rf = 0,53.

IR em KBr: max. cm™: 3 450 a 3 350 v (OH), 1040 y(C = O) 988, 923, 900 (f) 880 y
840 (espirostano 25R) [4].
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Aislamiento de la 16-a-hidroxidormantinona y del dormantinol, a partir de las
hojas del CestrumtayloriBritt&Wills

MS IE m/e (% I Relativo):M + 430 (5), 361 (2), 358 (7), 301 (6), 287 (22), 283 (5), 269
(4), 139 (100) PB, 115 (22).

RMN H! CDCIy/TMS (ppm):0,76 (s, C-18), 0,86 (s, C-19), 0,96 (d, J = 6,2 Hz, C-21),
0,78 (d, J = 6, 2 Hz, C-27), 3,45 (m, 3a-H) 4,40 (m, H-160) 5,4 (M, H-6).

RMN®C CDCIy/TMS (ppm):1 (45,2) 2 (72,7) 3 (76,4) 4 (40,9) 5 (139,5) 6 (122,2) 7
(32,0) 8 (30,9) 9 (50,1) 10 (38,0) 11 (21,0) 12 (39,8) 13 (40,3) 14 (56,5) 15 (31,9) 16
(80,8) 17 (62,3) 18 (16,3) 19 (20,5) 20 (41,7) 21 (14,5), 22 (109,3) 23 (31,5) 24 (28,9)
25 (30 4) 26 (66,9) 27 (17,1).

Preparacion de acetato de yucagenina

200 mg del compuesto yucagenina se disuelven en 4 mL de piridina recientemente
destilada, y se trata con 4 mL de anhidrido acético y se deja en reposo a temperatura
ambiente durante 24 h. Después se vierte sobre una mezcla de agua-hielo (40 mL), y el
precipitado se extrae con éter etilico. La fase organica se lava con agua, secandose con
sulfato de sodio anhidro, y luego se destila a presion reducida. El sélido resultante se
recristaliza de acetona, obteniéndose un sélido de TF 178-179 °C.

IR: KBr, max. cm™: 1750 y [(C = 0), 1 050 y C-0], 1240 y (C-0) éster 990 925 (f) 900 y
860 (espirostano 25S) [4].

El espectro IR en pastillas de KBr muestra bandas a 3 450-3 350 cm-1 y (OH) y banda a
1 040 cm-1 y (CO). También aparece en la zona de 1 000-850 cm™, las bandas
caracteristicas de sapogeninaesteroidales. Estas bandas 988, 923, 900 (f), 880 y 840 cm-
1 indican que el compuesto es una sapogeninaesteroidal de la serie (25R) [4]. El
espectro de masas por impacto electrénico muestra el ion molecular M* (m/e) 430 y el
pico base (m/e) 139 y los iones fragmentos (m/e) 412 (M* - H20), 358, 301, 287, 283,
269, 126 y 115.

El espectro de RMN*H muestra los desplazamientos quimicos del compuesto, y cuando
se compara con los datos reportados para la yucagenina [5], no hay diferencias

significativas para los grupos metilo angulares.

El espectro de RMN*C del compuesto mostré desplazamientos quimicos de los 27
atomos de carbono, que se compararon con los datos reportados para la diosgenina [5];
se observa que coincidié con excepcion de los valores del anillo A. Al realizar el

analisis del C-2 se puede ver el desplazamiento quimico que aparece en el espectro en
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72,7 ppm, que es caracteristica de un dtomo de carbono unido al grupo OH, lo que

sugiere que nuestro compuesto es la yucagenina.

La estructura se confirmé por el punto de fusion mixto con una muestra auténtica de
yucagenina aislado de CestrumLaurifolium L 'Herit [5], sin mostrar disminucion.
Ademaés, se obtuvo el derivado acetilado, cuyos valores de TF 178-179 °C estan de
acuerdo con los descritos para dicho compuesto. Para estos datos, se concluye que el

compuesto es yucagenina (figura 1).

YUCAGENINA

Figura 1. Estructura de la yucagenina

CT-2 (yamogenina)

Fue aislado de CestrumtayloriBritt&Wills (0,058 % de hojas). Se rescristalizd de
acetona, produciendo un sélido cristalino TF = 185-188 °C. En la cromatografia en
capa fina utilizando gel de silice 60 F254 (0,25 mm) y como fase mévil CHCIl3/MeOH
(95: 5) mostré un Rf = 0,65

IR en KBr: max. cm™:y 3450 (OH), 1060 y (C-0), 986, 926 (f) y 903 870 (espirostano
25S) [4].

MS IE m/e (% | Relativo): M *414 (21), 139 (100) PB, 399 (8), 395 (13), 355 (6), 345
(7), 342 (13), 300 (8), 205 (13) 282 (84), 271 (24), 267 (14), 253 (6), 115 (19).

RMN H!CDCly/ TMS (ppm):0,78 (s, C-18), 0,86 (s, C-19), 0,98 (d, J = 5,0 Hz, C-27),
1,05 (d, J = 7, 0 Hz, C-21), 3,00 (m, 3a-H) 4,45 (m, 16 H) 5,35 (m, H-6).

RMN C* CDCl; / TMS (ppm):1 (37.2) 2 (31,6) 3 (71,7) 4 (42,3) 5 (140,9) 6 (121,2) 7
(32,0) 8 (31,4) 9 (50,1) 10 (36,6) 11 (20,9) 12 (39,8) 13 (40,2) 14 (56,6) 15 (31,8) 16
(80,9) 17 (62,0) 18 (16,2) 19 (19,4) 20 (42,2) 21 (14,3), 22 (109,8) 23 (26,0) 24 (25,8)
25 (27,1) 26 (65,1) 27 (16,0).
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Preparacion de acetato de yamogenina

Se preparo el derivado acetilado, y se obtuvo un sélido de TF =184 -187 ° C.

IR en KBr: max. cm™:y1730 (C = 0), y 1045 (C-0), y 1245 (C-0) éster, 998, 925 (f) 905
y 860 (espirostano 25S).

El espectro IR en pastillas de KBr muestra bandas a 3 400 cm™y OH-1y 1 060 cm™y
CO. Ademas de las bandas caracteristicas de las sapogeninas esferoidales en 986, 925,
903 y 870 cm™ con la banda en 925 de mayor intensidad, se puede suponer que la

sapogenina es de la serie 25S [4].

El espectro de masas por impacto electronico muestra el ion molecular M* (m/e) 414 y
el pico base (m/e) 139, y wun patron de fragmentacion tipico de las
sapogeninasesteroidales [4], y un grupo de iones fragmentos encontrados en (m/e) 399,
396, 355, 345, 342, 300, 285, 271, 253 y 115. La comparacién con los datos de la

fragmentacion de la diosgenina puede demostrar que son similares [6].

EL espectro de *C RMN muestra los desplazamientos quimicos, los cuales, cuando se
compara con los reportados para la diosgenina por Bird et al. [7], se corresponde
perfectamente con los anillos A, B, C, D y E, pero no los valores para el anillo F que
difieren de la sefial de metilo 27, que se redujo significativamente a 16,0 ppm,
caracterizado por un grupo metilo axial. Por lo tanto, se considera que el compuesto es

el isomero de la diosgenina, la yamogenina.

El compuesto fue acetilado, obteniéndose un sélido TF= 184-187 °C. El espectro IR
mostré la banda en 1 730 cm ™ C = O y y la desaparicion de la banda en la region de
3,400 a 3 300 cm™grupo OH, que esta de acuerdo con los datos reportados para la

yamogenina [5] (figura 2).

H O YAMOGENINA

Figura 2. Estructura de la Yamogenina
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CT-E1 (esterol I)

Se aislé a partir de las hojas de CestrumtayloriBritt&Wills (0,031 %) a partir
de fracciones 38-40 de la columna por elusiéon con CHCIl; / MEOH (90:10). Se
recristalizé en acetona, para dar un solido TF = 150-151 °C. En la cromatografia de
capa fina, usando gel de silice 60 F254 (0,25 mm), fase movil CHCIl3/MeOH (95: 5)
mostr6 un Rf = 0,30.

IR en KBr: max. en cm™:y 3 400-3 200 (OH), 1 030 y (CO) y 1 705 (C = O).

MS: E1 70 eV. m / e (% | Relativo): M * 432, (M + - H20),414, 398 (3), 384 (2), 300
(5,3) 285 (6,6), 282 (7), 273 (60,9) 271 (17,5) 267 (12,5) 253 (7,3), 157 (27.6)
155(22,9) 144 (68,8) 143 (20,6), 126 (100)PB, 117 (17,9) 115 (16,2), 107(26,5), 105
(42,1) 97 (72,9), 91 (41,9), 81 (28,7), 71 (22,8), 69 (66,7), 55 (66,2), 43 (50,7) y 41
(67,7).

RMN H *CDCl; / CDsOD/TMS (ppm):0,677 (s, C-18), 1,005 (s, C-19), 0,91 (d, J = 6,0
Hz, C-27), 1,08 (d, J = 6,0 Hz, C -21), 3,80 (m, 16 H-B) 5,35 (M, H-6).

RMN C® CDCI; / CD;0D / TMS (ppm):1 (37.3) - 2 (31.4) - 3 (71,6) + 4 (42.1) - 5
(141,1) + 6 (121,3) + 7 (31.8) - 8 (31,5) + 9 (50,2) + 10 (36,7) 11 (20,4) - 12 (38.4) - 13
(73,8) 14 (53,8) + 15 (36,3) - 16 (74,4) 17 (61,2) 18 (14,5) 19 (19,4) 20 (46,0) 21 (16,6)
22 (213,8 + 1,4) - 23 (36.8) - 24 (26.8) - 25 (35, 3) + 26 (67,4) + 27 (16,3).

El espectro de IR del compuesto E; muestra bandas en 3 400 — 3 200 cm™ debidas al
estrechamiento de los grupos OH. Ademés, una banda en 1 705 cm™ tipico del
estrechamiento C=0, y la banda en 1 030 cm™ del estrechamiento C-O. El espectro de
masa por impacto electronico muestra el ion fragmento en m/e 414 (M* - H,0), vy el
pico base en m/e 126. Ademas, aparecen los iones fragmentos mas importantes, los
cuales pueden ser interpretados de acuerdo con el esquema de fragmentacién mostrado

en la figura 3.
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Figura 3. Esquema de fragmentacion de 16 a - Hidroxi-Dormantinona

Como puede verse en el esquema anterior, la formacién del ion fragmento en m/e 126,
(pico base) esté favorecida por la presencia de un grupo carbonilo en el &tomo de C-22 y
un grupo OH en el &tomo de C-26, el cual se puede deshidratar facilmente.

El espectro de RMN *H muestra un singlete en 0,95 ppm asignable al C-19 y otra sefial
en 5,35 ppm (m), asignable al proton vinilico, por lo cual se puede establecer que este
compuesto es un A 3-B- Hidroxiesteroide [9]. Ademas, aparece otro singlete en 0,677
ppm asignable al C-18 y un multiplete 3,80 ppm asignable al H-16, lo cual indica que

existe otro grupo OH en el atomo de C-16 en posicién alfa [8].

El espectro de RMNC mostro las sefiales de 26 4&tomos de carbonos, debido a que no

se llego hasta los valores de campo, donde deben aparecer los grupos C=0.

Todas las sefiales pudieron ser asignadas comparando los valores obtenidos con los
reportados para el colesterol y, ademas, se realizé el calculo a partir del colesterol méas
el efecto de un grupo OH en posicién alfa, llegandose a la conclusion de que el nicleo
esteroidal del compuesto E; es semejante al colesterol, pero con un grupo OH en

posicion alfa.
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Posteriormente se calcul6 el valor posible para un grupo carbonilo en C-22, siguiendo la
técnica de Bremser [8], encontrandose que este debe estar entre 213,8 +/- 1,4 ppm y el

valor del C-23 alrededor de 40,4 ppm.

La asignacion realizada para el C-24, C-25, C-26 y C-27 puede ser comparada con los
datos reportados por Seo °. Encontrandose que estos valores concuerdan con los valores
experimentales del compuesto E;, lo cual confirma la existencia de un grupo OH en el
C-26.

De acuerdo con estos resultados, se giere para el compuesto E; la estructura (20R, 25S)-

3-B, 16-a, 26- Trihidroxi-colest-22-ona y como nombre 16 a-Hidroxi-Dormantinona
(figura 4).

mOH OH

16e<~-HIDROX I~ DORMANTINONA

Figura 4. Estructura de la 16-alfa-Hidroxi — Dormantinona

Una estructura muy semejante fue aislada anteriormente por Kaneko y col. [10] a partir
del cultivo de tejido del Veratrumgrandiflorum, sugiriendo que este compuesto era

precursor de la biosintesis de los compuestos esteroidales.
CT- 4 E2 (esterol I1)

Se aislo a partir de hojas de CestrumtayloriBritt&Wills (0,015 %) a partir de fracciones
45-47, eluyendo la columna con CHCI3/MEC (90:10). Se recristaliz6 en acetona y se
obtuvo un solido TF = 229-230 °C. En la cromatografia de capa fina usando gel de
silice 60 F254 (0,25 mm), fase movil CHCI3/MeOH (95: 5) mostré Rf = 0,45.

IR en KBr: max. cm™:y 3 400-3 200 (OH), 1 075, 1 050, 1 030, vy (CO).

MS El m/e (% | relativo): M + 418, (M + - H20), 400 (3), (M + - 117) 301 (3,5), 285
(3), 269 (3,5) 213 (5,6) 150 (2), 120 (9), 117 (16), 105 (25), 99 (100) 81 (36), 71 (10),
69 (13,9) y 67 (15,1).
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El espectro IR de este compuesto muestra bandas en 3 400 - 3 200 cm™ de los grupos
OH y bandas en 1 075, 1 050 y 1 030 cm™ de los estrechamientos C- O.

El espectro de masa por impacto electronico muestra el ion molecular M* en m/e 418,
y el pico base en m/e 99. Ademas, se observan los iones fragmentos en m/e 400 (M" -
H.0), 301, 285, 269, 267, 213, 150, 117, y 81, los cuales pueden ser explicados
de acuerdo con el esquema propuesto por Kaneko y col. [10], para el dormantinol
(figura 5).

OH
H
He e 418
s
z-:f)\_;
_-OH .
-
HO OH
/e 301 m/e 117
_H:o
Je
> -
® OH
d S\
OH ="
m/e a9 m/e g9
Yy=H,0
"'l/e 81

Figura 5. Esquema de fragmentacion del dormantinol
propuesto por Kaneko y col. [10]

Con los datos obtenidos, y teniendo en cuenta que junto a la dormantinona fue aislado
un esterol, el dormantinol, los cuales fueron propuestos como precursores del proceso
de biosintesis de los alcaloides y sapogenina esteroidales, sugerimos que E; pudiese ser
el dormantino | (figura 6). De acuerdo con los datos obtenidos para esta estructura,
sera la primera vez que se aislan estos dos compuestos (E; y E;) de plantas del genero
Cestrum, lo que permitiria comprobar la ruta de biosintesis de las sapogeninas y los

alcaloides esteroidales.
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OH

DORMANTINOL

Figura 6. Estructura del dormantinol

Conclusiones

Fueron aisladas e identificadas por primera vez de los extractos etanolicos de las
hojas de CestrumtayloriBritt&Wills y a través de los métodos cromatogréaficos y
espectroscopicos (IR, RMN y de masas), dos sapogeninas sesteroidales como
yamogenina y yucagenina, y dos esteroles, que se identificaron como 16-a

hidroxidormantinona y dormantinol, respectivamente.
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