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Resumen

Del estudio quimico realizado al extracto metandlico de la hoja de Picramnia antidesma ssp. fessonia, fueron aisladas antronas
de aloe-emodina con estructuras novedosas; en el presente trabajo se abordé el estudio quimico del extracto de raiz de esta
misma especie con el objetivo de aislar los metabolitos secundarios presentes en este material vegetal. Metodologia: La raiz se
secd y pic6 en fragmentos pequefios, se colocdé en maceracion hasta agotamiento, primero con éter etilico y después con
metanol. Los extractos se obtuvieron después de filtrar y recuperar cada disolvente por medio de un evaporador rotatorio al
vacio. Cada extracto se separ6 por cromatografia en columna abierta y las fracciones obtenidas fueron observadas y reunidas
por cromatografia en capa fina. Las estructuras quimicas de los compuestos aislados y purificados fueron dilucidadas por
espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN). Los resultados del andlisis espectral de los metabolitos aislados y
purificados de la raiz de P. antidesma ssp. fessonia condujo a la caracterizacion de las antraquinonas islandicina, crisofanol y
emodina, una antrona de emodina denominada picramniosido E o desoxisardsido, ademas de {-sitosterol, umbeliferona, acido
benzoico y 7-hidroxi-5-metoxiftalido, del extracto de éter etilico; mientras que del extracto metandlico se aisl6 la antraquinona
pulmatina. Se concluyé en esta primera parte del aislamiento de 7-hidroxi-5-metoxiftalido en este género, Picramnia, asi como
de islandicina y pulmatina de la raiz de P. antidesma ssp. fessonia. Los extractos de la raiz mostraron una alta toxicidad con el
modelo de Artemia salina.

Palabras clave: Picramnia antidesma ssp. fessonia, antronas, pulmatina, ftalido, citotoxicidad

Abstract
From the chemical study carried out on the methanolic extract the leaf of Picramnia antidesma ssp. fessonia, aloe-emodin
anthrones with novel structures were isolated. This study addressed the chemical analysis of the root extract of this same
species with the aim of isolating the secondary metabolites present in this plant material. Methodology: The root was dried and
chopped into small pieces, then macerated until exhausted, first with ethyl ether and then with methanol. The extracts were
obtained after filtering and recovering each solvent using a vacuum rotary evaporator. Each extract was separated by open
column chromatography, and the fractions obtained were observed and collected by thin-layer chromatography. The chemical
structures of the isolated and purified compounds were elucidated by NMR spectroscopy. The results of the spectral analysis of
metabolites isolated and purified from the root of P. antidesma ssp. fessonia led to the characterization of the anthraquinones
islandicin, chrysophanol, emodin, an anthrone of emodin called picramnioside E or desoxysaroside, as well as f-sitosterol,

2 "Caregre" (o caregre) no es una palabra comun en espafiol general, sino un término botdénico, un arbol/arbusto nativo de Centroamérica
(Picramnia antidesma subsp. fessonia) conocido por sus frutos rojos que atraen aves, usado en medicina popular y ornamental y cuyo
nombre probablemente deriva de lenguas indigenas (Mundo forestal:
https://www.elmundoforestal.com/portfolio/caregre/#:~:text=De%20ah%C3%AD%20que%20el%20caregre,la%20corteza%20es%20muy%
20fibrosa) [Nota de los(as) editores(as)]
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umbelliferone, benzoic acid, and 7-hydroxy-5-methoxyphthalide from the ethyl ether extract; while the pulmatin anthraquinone
was isolated from the methanolic extract. The conclusions of this part of the research are the following: This is the first report
on the isolation of 7-hydroxy-5-methoxyphthalide from the genus Picramnia, as well as islandicin and pulmatin from the root of
P. antidesma ssp. fessonia. Root extracts showed high cytotoxicity using the Artemia salina model.

Keywords: Picramnia antidesma ssp. fessonia, anthrones, pulmatin, phthalide, citotoxicity

Introduccion

El género Picramnia se encuentra limitado a los neotrépicos y se localiza desde el extremo sur de
Florida y las islas del Caribe hasta Paraguay y el norte de Argentina; este género es el mas diverso de
la familia Picramniaceae, con ciertas confusiones en la clasificacién de las especies que lo componen,
ya que muchas se han descrito de forma independiente en numerosas ocasiones resultando en
especies con diferentes nombres, pero cuya clasificaciéon taxonémica es la misma, de tal manera que
se requiere de una evaluacion precisa de la sinonimia que existe en este taxdn en particular (Thomas,
1988).

Especies de este género poseen una amplia reputacion etnomédica como febrifugos, utilizadas para
combatir infecciones gastricas, asi como sifilis y paludismo (Hernandez-Medel y Méndez-Ventura,
2022; Martinez, 1989; Morton, 1981; Standley, 1961). De algunas, se han logrado aislar y elucidar
diferentes metabolitos que pudieran estar relacionados con los usos medicinales que se les atribuyen,
siendo los mas caracteristicos, las antraquinonas, metabolitos que poseen actividades biolégicas tales
como laxante y antiviral, ademas de tener propiedades tintéreas.

P. antidesma es una planta empleada en medicina tradicional pues a la corteza se le atribuyen
propiedades curativas contra la sifilis. También se ha usado en casos crénicos de erupciones, asi como
en nefritis cronica, fiebres intermitentes, Ulceras de la piel y como antipalidico (Hernandez-Medel y
Méndez-Ventura, 2022; Martinez, 1989; Morton, 1981; Standley, 1961).

Estudios quimicos realizados a P. antidesma, tanto de extractos de raiz como de tallo, demostraron la
presencia de compuestos antraquinonicos, predominando oxantronas como maydésido y sarosido, y
antronas como uveésido y su epimero y los desoximaydsido y desoxisarésido, asi como una cumarina
y un esterol (Hernandez-Medel et al., 1998, 1999; Hernandez-Medel y Pereda-Miranda, 2002).

De P. antidesma ssp. fessonia, recolectada en Panama, solamente se ha reportado el estudio del
extracto metandlico de la hoja, de donde aislaron tres antronas de aloe-emodina con estructura
novedosa, picramniosidos A, B y C (Solis et al., 1995).

Debido a lo anterior, en el presente estudio se realizé la investigacion fitoquimica de los extractos de
raiz de P. antidesma ssp. fessonia recolectada en el centro del estado de Veracruz, con el objetivo
principal de conocer los metabolitos secundarios presentes en esta especie. Ademas, en virtud de que
algunos de los compuestos aislados de otras especies de Picramnia han mostrado actividad citotdxica
(Diaz et al., 2004; Hernandez-Medel y Pereda-Miranda, 2002), se realizé la evaluacion de la toxicidad
de los extractos de P. antidesma ssp. fessonia, utilizando el bioensayo de Artemia salina (McLaughlin,
1991) y el software Table Curve (Jandel Scientific) para la determinacion de la toxicidad de dichos
extractos.

Materiales y métodos

Obtencidén y preparacion de la muestra

Picramnia antidesma ssp. fessonia se colecté en febrero del 2010, en la localidad de Mariano
Escobedo, municipio de Coatepec, Veracruz, México. Un ejemplar se deposité en el herbario del
Instituto de Investigaciones Bioldgicas de la Universidad Veracruzana para su clasificacién taxonémica
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(CIB 9432). La planta recolectada se separ6 en hoja, tallo, fruto y raiz, obteniéndose 1168 g de raiz
fresca. El material vegetal se dej6 secar a temperatura ambiente, resultando en 836.1 g de raiz seca.

Purificacion de disolventes

Los disolventes utilizados para el presente estudio [hexano (Hx), cloroformo (CHCI3), éter etilico (EE),
acetato de etilo (AE), cloruro de metileno (CH:Clz), acetona (CO[CHs]2), alcohol etilico (EtOH) y
metanol (MeOH)], se purificaron por destilacion, utilizando columnas de rectificacion.

Obtencion de los extractos

El proceso de extraccidon consistié en una maceracion exhaustiva de la raiz seca y finamente picada
(836.1 g) para una mayor superficie de contacto, inicialmente con EE y, posteriormente, con MeOH.
La recuperacion del disolvente, por medio de un evaporador rotatorio al vacio (Blchi), produjo 6.4 g
de extracto de EE (EEEPafR) y 73.9 g de extracto de MeOH (EMPafR). Los extractos asi obtenidos se
guardaron en refrigeracién a 4°C hasta que se utilizaron para las separaciones por cromatografia.

Cromatografia en capa fina y en columna abierta

Para la separacién y purificacion de los componentes quimicos de los extractos se utilizaron las
técnicas de cromatografia, tanto en capa fina (ccf) como en columna abierta (cc), empleando, de
forma general, 50 gramos de gel de silice por gramo de extracto por separar.

Para la ccf se emplearon cromatofolios Merck de ‘silica gel’ 60 Fzss (con indicador) y diferentes
mezclas de disolventes como eluyentes, ademas de agentes cromogénicos como luz ultravioleta de
onda larga (365 nm) y de onda corta (254 nm), ademas de KOH alcoholico (5%) y CoCl2 al 2% en
H2S04 al 10% Yy calor.

Para la cc se utiliz6 gel de silice 60 Merck de 0.063-0.200 mm, ademas de columnas de vidrio de
diametro variable acorde con la cantidad de muestra por separar o purificar. Los puntos de fusién (pf)
se determinaron en un equipo Fisher-Johns.

Métodos espectroscopicos de RMN

Para conocer la estructura de los metabolitos aislados se utilizé la espectroscopia de RMN, empleando
los espectrometros Varian Mercury (RMN-'H 300 y RMN-3C 75 MHz) y Agilent Technologies, Modelo
DDz (500 MHz para RMN-H y 125 MHz para RMN-'3C) del Instituto de Quimica Aplicada de la
Universidad Veracruzana, utilizando cloroformo deuterado (CDCls), compuesto deuterado en acetona
[CO(CDz3)2] y dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-ds), asi como tetrametilsilano (TMS) de referencia
interna.

Purificacion de los extractos (EEEPafR y EMPafR)

Para la separacién de los extractos y purificacion de los metabolitos secundarios aislados se recurrié a
la metodologia que se ha empleado en estudios anteriores (Hernandez-Medel et al., 1998, 1999;
Hernandez-Medel y Pereda-Miranda, 2002). La separacién del extracto EEEPafR se llevé a cabo
mediante diversas cc, utilizando gel de silice 60 y como eluyentes los disolventes puros y mezclas de
estos, en orden de polaridad creciente, de Hx, Hx-CHCls, CHCls, CHCIs-AE, AE vy, finalmente, MeOH.

Las fracciones obtenidas fueron comparadas, y en su caso reunidas, de acuerdo con las observaciones
en ccf. De esta manera se obtuvieron 15 fracciones de 250 mL cada una, las cuales se reagruparon,
acorde con la ccf, en 6 concentrados: EE1-2, EE3, EE4-5, EE6, EE7-8 y EE9-15.

La separacion del extracto EMPafR se realiz6, al igual que el EEEPafR, por varias cc usando, también,
gel de silice 60 y, como eluyentes, CHCIs y mezcla de disolventes de polaridades crecientes de CHCls-
AE, AE, AE-CO(CHs)2, CO(CH3)2-MeOH y MeOH. Se recolectaron 50 fracciones de 100 mL cada una,
las cuales se reagruparon, de acuerdo con la ccf, en solamente 3 concentrados, EM1-24, EM25-43 y
EM44-50.
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Evaluacion de toxicidad de los extractos mediante el bioensayo de Artemia salina L.

Los huevos de A. salina L. que se utilizaron para esta evaluacion fueron de Salt Lake UTA, US, 2007 y
se empleé para determinar la posible toxicidad de los extractos por probar. Este experimento se
realizé de acuerdo con el procedimiento descrito a continuacion sugerido por McLaughlin (1991). Los
huevecillos de A. salina L. se incubaron en agua de mar artificial (3.8% acorde con la capacidad del
recipiente), aproximadamente a 27°C. Después de 48 horas las larvas obtenidas estaban listas para
las evaluaciones y se recogieron con ayuda de pipetas Pasteur para ser contadas. Por otro lado, se
pesaron 4 mg del extracto a evaluar y se diluyeron en 4 mL con el disolvente adecuado, se tomaron
tres alicuotas de 1000 pL, tres de 100 pL, tres de 10 pL y tres de 1 pL, colocandose en sus
respectivos viales, mismos que se evaporaron a sequedad. Para facilitar la disolucion de las muestras
se agreg6é a cada vial 50 pL de dimetilsulféxido (DMSO), y se incluyeron ademas tres viales para
controles Unicamente con solucién salina y DMSO. Para hacer las diluciones correspondientes se utiliza
una solucion salina que se prepara como el agua de mar artificial ya mencionada. A cada vial se le
agregd 1 mL de solucién salina y 10 larvas, posteriormente se ajustaron a 5 mL con solucién salina
guedando concentraciones de 200, 20, 2 y 0.2 pg/mL, respectivamente. Se dejaron incubar por 24 h.
Pasado este tiempo se conté el nUmero de larvas muertas y vivas de cada vial y se calcul6 el % de
mortandad (%M) segun la formula de Abbot:

% M= (me - mp / 10-myp) 100
donde: me= Larvas muertas en la muestra, y mpy= larvas muertas en el blanco.

La concentracion letal 50 (DLso) se determind mediante el programa de computo TableCurve (v 1.0)
(Jandel Scientific, 1992).

Resultados y discusion

EEEPafR
Cada uno de los 6 concentrados obtenidos por cc del EEEPafR, EE1-2, EE3, EE4-5, EE6, EE7-8 y EE9-
15, se trabajaron nuevamente por cc, dando los resultados que a continuacion se describen.

De las fracciones EE1-2 se lograron purificar dos compuestos, el primero, compuesto 1 (2 mg, pf=
157-160°C), mancha morada con rf= 0.53, y el otro, compuesto 2 (49 mg, pf= 196-198°C), mancha
roja de rf= 0.44, ambos revelados con KOH y en 9:1 Hx-AE v/v.

El espectro de RMN-H del compuesto 1 en CDCls, mostré una sefial simple en & 2.39 (3H); una sefial
ancha en & 7.16; dos dobles de dobles en & 7.31 (1H) y & 7.89 (1H), con constantes de acoplamiento
(J) de 1.1y 8.4 Hz, y 1.1 y 7.6 Hz, respectivamente; una triple en & 7.69 (1H) con J= 7.6 y 8.4 Hz;
finalmente, tres simples en & 12.58, & 12.70 y 6 13.48. Comparando las sefiales de este espectro con
datos de la literatura consultada (Bezabih et al., 1997; Mishchenko et al., 1980) se puede concluir de
que se trata del metabolito conocido como islandicina. Este es el primer reporte del aislamiento de
esta antraquinona de esta especie de Picramnia.

El espectro de RMN-'H del compuesto 2 en CDCls, muestra, nuevamente, una sefial simple en 2.47
(3H) ppm que integra para tres protones; en 7.10 (1H) y 7.61 (1H) ppm dos sefiales dobles con J=
0.8 Hz; en 7.29 (1H) y 7.82 (1H) ppm dos sefiales dobles de dobles con J=8.2 y 1.1 Hz; en 7.66 (1H)
ppm una sefal triple con J= 8.2 y 7.4 Hz; en 12.00 y 12.08 ppm, se observan dos sefiales simples.
Este espectro se compar6 con el obtenido para el crisofanol en estudios anteriores (Hernandez-Medel
et al., 1998, 1999) de P. antidesma, ademas de realizar una ccf comparativa con una muestra
auténtica, resultando ser el mismo metabolito, crisofanol.
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De la fraccibn EE3 no se consiguié aislar ningin metabolito debido a la escasa cantidad de esta
muestra.

De la fracciébn EE4-5, se obtuvo el compuesto 3 (3 mg, pf= 137-140°C), rf= 0.30, revelando una
mancha de color rojo quemado con CoClz y calor, en 8:2 Hx-AE v/v. El espectro de RMN-'H de este
compuesto en CDCls, muestra las sefiales caracteristicas para un esterol entre 0.80-2.00 ppm, una
base de un hidroxilo en 3.50 ppm y una sefial doble en 5.30 (1H) ppm. Con estos datos espectrales y
una ccf comparativa con una muestra auténtica, se puede concluir que este compuesto es el -
sitosterol, también aislado de P. antidesma (Hernandez-Medel et al., 1998, 1999).

De la fraccién EES6, se purificé el compuesto 4 (7.5 mg, pf= 252-255°C), rf= 0.60 en 1:1 Hx-AE v/v,
revelando una mancha de color amarillo con luz UV (365 nm) y roja con KOH. El espectro de RMN-H
de este compuesto (4) en CDCls muestra, nuevamente, la sefial caracteristica de un metilo aromaético
en d 2.45 (3H) ppm; una sefal ancha en & 3.15, de un protén de hidroxilo; una sefial doble en 6 6.64
(1H), con J= 2.4 Hz; en d 7.11 (1H) se observa una sefal doble ancha con J= 0.7 Hz; en 6 7.22 (1H),
una sefial doble con J= 2.4 Hz; una sefial en & 7.53 (1H) con J= 0.7 Hz; finalmente, en 12.04 y 12.16
ppm se observa la formacién de dos sefiales simples anchas que caracterizan los grupos hidroxilo en
las posiciones 1 y 8 de una antraquinona. Estos datos espectrales se compararon con estudios
anteriores (Hernandez-Medel et al., 1998, 1999), ademas de una ccf comparativa con una muestra
auténtica de emodina, concluyéndose de que se trata de la misma antraquinona.

Con relacién a las fracciones EE7-8, se logré el aislamiento del compuesto 5 (11.4 mg, pf= 167-
170°C), rf= 0.44 en 1:1 Hx-AE v/v, mostrando una mancha de color azul con luz UV (365 nm) que se
intensificé con KOH. En el espectro de RMN-H de este metabolito, en CO(CDs)2, se observan las
siguientes sefiales: Una ancha en 2.88 ppm, tipica de un hidroxilo; otra simple a 3.88 ppm (3H),
caracteristica de un metoxilo; en 5.26 ppm (2H) una doble con J= 0.6 Hz; en 6.45 ppm (1H) una
doble con J= 1.9 Hz; finalmente, en 6.66 ppm (1H) una doble de dobles con J= 1.1 y 1.9 Hz. El
espectro de RMN-3C, ademas el DEPT (Distortionless Enhancement by Polarization Transfer), permite
observar nueve sefiales, en & 56.41 una sefial de metoxilo; en & 70.31 ppm, una sefial de un
metilenoxi; las sefiales en & 100.28 y 101.95, corresponden a metinos, y las sefiales en & 105.75,
151.28, 158.34, 167.72 y 170.90, son debidas a carbonos cuaternarios.

Los datos espectrales de este compuesto comparados con los de la literatura consultada (El-Feraly et
al., 1985; Morikawa et al., 2009; Satake et al., 1991) permiten concluir que este compuesto es el 7-
hidroxi-5-metoxiftalido. La asignacion de los protones y carbonos de esta molécula se muestran en la
Tabla 1, y en la Figura 1, se muestra la estructura quimica de este ftalido. Esta es la primera vez que
se aisla este compuesto del género Picramnia.

HO 0

Figura 1. Estructura molecular de 7-hidroxi-5-metoxiftalido, numeracion, desplazamiento de RMN-!H
y correlaciones HMBC de este compuesto (5)
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Tabla 1. Datos espectrales de RMN-*H, COSY*, RMN-13C, HSQC y HMBC para 7-hidroxi-5-
metoxiftalido (5) en CO(CD3)2

Posicion 3¢ HSQC (*3C-H) HMBC (*3C-1H) COSY (*H-'H)
1 170.90 5.26
7a 151.28 5.26
7 158.34 3.89, 6.46, 6.66
6 101.95 6.46 (d, 1.9 Hz) 6.66 5.26, 3.89
5 167.72 6.46
4 100.28 6.66 (dd, 1.9, 1.1 Hz) 5.26, 6.46, 6.66 5.26, 3.89
3a 105.27 5.26, 6.46, 6.66
3 70.31 5.26 (d, 0.6 Hz) 6.66, 5.26 6.66, 6.46, 3.89
OCHs 56.41 3.89 (5) 3.89 6.66, 6.46, 5.26

s: sefial simple; d: sefial doble; dd: sefial doble de dobles
Discusion final

De las fracciones EE9-15, se obtuvo el aislamiento de tres metabolitos, compuestos 6 (2 mg, pf= 195-
198°C), con rf= 0.66 en 6:4 Ac=0-CHCls v/v, revelando una mancha de color azul con luz UV (365 y
254 nm) que se intensificé con KOH; compuesto 7 (3 mg, pf= 114-118°C) con rf= 0.37 en 8:2 Hx-AE
v/v, mostrando una mancha de color café con luz UV (254 nm), y el compuesto 8 (5 mg, pf= se
descompone a 258°C), con rf= 0.30 en 6:4 Ac=0-CHCIs v/v revelando una mancha de color amarillo
con luz UV (365 nm) y morado con KOH.

El espectro de RMN-!H del compuesto 6, en CO(CDs)2, mostrd las siguientes sefiales: Un par de
dobles en 6.16 (1H) y 7.85 (1H) ppm con J= 9.6 Hz; una doble en 6.75 (1H) ppm con J= 2.5 Hz; una
doble de dobles en 6.84 ppm con J= 2.5y 8.4 Hz; y una sefal doble en 7.51 ppm con J= 8.4 Hz. Los
datos espectrales de este metabolito se compararon con los de otro aislado de estudios anteriores
(Hernandez-Medel et al., 1998, 1999), ademas de una ccf comparativa con una muestra auténtica,
resultando ser la 7-hidroxicumarina o umbeliferona.

El espectro de RMN-'H del compuesto 7, en CDCls, permitié observar sefiales para protones
aromaticos en & 8.12 (2H), una doble de dobles con J= 1.6 y 8.0 Hz; en 6 7.62 (1H), una triple de
triples con J= 1.6 y 7.4 Hz; en & 7.48 (2H) una triple con J= 7.4 y 8.0 Hz. Los datos espectrales de
este metabolito se compararon con los de otro aislado de estudios anteriores (Hernandez-Medel et al.,
1999; NCBI, 2025; Pretsch et al., 2009), ademas de una ccf comparativa con una muestra auténtica,
resultando ser el &cido benzoico.

El espectro de RMN-'H del compuesto 8, en CO(CDs)2, mostro las siguientes sefiales: En 1.86 ppm
una simple de metilo; en 3.60 ppm, una ancha; en 3.77 y 3.88 ppm, un par de sefiales complejas; en
4.04 ppm, una doble de dobles con J= 2.6 y 9.6 Hz; en 4.30 ppm una ancha; en 4.56 ppm, una doble
con J= 2.5 Hz; en 5.87 ppm, una simple; en 6.3 ppm una doble con J= 2.2 Hz; en 6.45 y 6.65 ppm
dos simples anchas; en 6.73 ppm una doble con J= 2.2 Hz; entre 7.50 y 7.90 ppm se observaron
sefiales semejantes a las mostradas en el espectro del acido benzoico (compuesto 7), por lo cual se
supuso la presencia de un benzoato; en 12.10 y 12.36 ppm, dos sefiales simples distintivas de
hidroxilos quelatados. La comparacion de estos datos espectrales con un compuesto aislado en un
estudio anterior (Hernandez-Medel y Pereda-Miranda, 2002), ademas de una ccf comparativa con una
muestra auténtica, asi como la literatura consultada (Rodriguez-Gamboa et al., 1999) se puede

13 Técnicas de RMN: COSY (Correlacién Espectroscépica) mapea protones acoplados (1H-1H), RMN-3C identifica los diferentes carbonos, y
HSQC (Correlacion de Quantum Simple Heteronuclear) asocia protones con carbonos directamente unidos, mientras que HMBC
(Conectividad de Enlace Muiltiple Heteronuclear) revela conectividades de protones y carbonos a 2 o 3 enlaces de distancia, crucial para
unir fragmentos moleculares y determinar la estructura completa (https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/1h-13c-
hsqc#:~:text=1H%2D13C%20HSQC&text=E1%201H%2D13C%20HSQC%20se,mezclas%20complejas%20con%20se%C3%B1lales%20superpues
tas.&text=%C2%BFQuU%C3%A9%20tan%20%C3%BAtil%20es%20esta%20definici%C3%B3n?)
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concluir que este metabolito es una antrona de emodina, el picramniésido E o desoxisarésido,
reportada como bioactiva contra lineas celulares derivadas de algunos tipos de cancer (Hernandez-
Medel y Pereda-Miranda, 2002).

La separaciéon del extracto EMPafR, por cc, produjo solamente 3 concentrados, M1-24, M25-43 y
M44-50. Del concentrado M1-24, por diversas cc, se lograron aislar y purificar, crisofanol, emodina y
umbeliferona, por comparacion con los metabolitos aislados del EEEPafR.

Del concentrado M25-43, también por diversas cc, se logré la identificacion de las oxantronas
mayosido y sarésido, aisladas de estudios anteriores (Hernandez-Medel et al., 1999), ademas de otro
metabolito, compuesto 9 (12 mg, pf= 258-260°C), con rf= 0.31 en 6:4 CO(CDz)2-CHCIz v/v revelando
una mancha de color amarillo con luz UV (365 nm) y anaranjado intenso con KOH. El espectro de
RMN-H, en DMSO-ds, exhibié las siguientes sefiales: Una simple aguda en 12.93 ppm, que por su
desplazamiento vy literatura corresponde a un hidroxilo quelatado; una triple, centrada en 7.73 (1H)
ppm con J= 8.27 Hz; una doble ancha en 7.69 ppm, J= 0.80 Hz; una doble de dobles en 7.64 ppm,
con J= 7.53 y 1.20 Hz; simple ancha en 7.52 ppm y una doble de dobles centrada en 7.34 ppm, con
J=8.30 y 1.20 Hz. Entre 5.16 y 3.00 ppm se observaron sefiales para un glicido. En 5.15 ppm se
notaron dos sefales dobles, J= 7.85 y 10.13 Hz; en 5.11 ppm una triple, J= 4.5, 4.8 Hz, otra triple en
4.63 ppm, con J= 11.55 Hz; una doble de dobles en 3.69 ppm, J= 1.60, 5.50, 11.50 Hz; una sefal
doble de dobles en 3.49 ppm, J= 5.80, 11.70 Hz; y una mdltiple en 3.43 ppm; se observé una sefial
colapsada en 3.30 ppm con la sefial de humedad del disolvente utilizado y, finalmente, una sefial
doble de triples en 3.22 ppm, J= 5.11 Hz, ademas de una sefial simple aguda en 2.46 ppm que
corresponde a un grupo metilo.

El espectro de RMN-3C, en DMSO-ds, mostro 21 sefiales, de las cuales 15 pertenecen a la estructura
de una antraquinona, destacando las sefiales en 188.11 y 182.57 ppm que corresponden a los
carbonilos C-9 y C-10, respectivamente, las sefiales entre 100.99 y 61.02 ppm, corresponden a un
glucido, posiblemente glucosa, y la sefial que se observé en 22.25 ppm corresponde a la sefial de un
metilo. Los desplazamientos de los carbonos que se muestran en este espectro son muy parecidos a
los de crisofanol, lo que hace suponer que se trata de una molécula de crisofanol con una molécula de
glucosa en alguno de los hidroxilos de la antraquinona, por la presencia de una Unica sefial a campo
bajo, en RMN-H en 12.93 ppm, asi como la sefial en 158.85 ppm, en RMN-3C. El espectro HSQC,
mostro las correlaciones de los carbonos que soportan los protones y, por lo tanto, los que no
tuvieron correlacion pertenecen a carbonos cuaternarios. De esta manera, los protones aromaticos en
8 7.73, 7.69, 7.64, 7.52 y 7.34 presentan una correlacion con los carbonos en & 136.62, 121.72,
118.72, 123.14 y 124.73, respectivamente. El proton anomérico de la glucosa, en & 5.16, asi como los
protones del metileno en C-6' de la misma, estan correlacionados con los carbonos en & 100.88 y
61.02, respectivamente; el metilo aromético en & 2.46 corresponde al carbono en & 22.25. El espectro
de correlacidon heteronuclear HMBC, permite observar las correlaciones del carbonilo C-9, en 188.11
ppm, por ejemplo, con los protones H-2 en 7.52 ppm y H-4 en 7.69 ppm; igualmente, el carbonilo C-
10, en 182.57 ppm, con los protones H-4 en 7.69 ppm y H-5 en 7.64 ppm. La posicién del glucido
también se puede observar en este espectro, pues el carbono en 161.83 ppm se correlaciona con el
OH en 12.93 ppm, con los protones en 7.73 (H-6), 7.64 (H-5) y 7.34 (H-7) ppm, por lo tanto, este
carbono corresponde a C-8; mientras que el carbono en 158.85 ppm tiene correlacion con los
protones en 7.52 (H-2) y 5.16 ppm (H-1"), de esta manera, este carbono es el que esta soportando a
la molécula de la glucosa, C-1. Con estos datos espectrales se puede concluir que el compuesto 9 es
el crisofanol-1-glucésido conocido como pulmatina (Gimenes, 2018), metabolito aislado por primera
vez de esta especie de Picramnia.

En la Figura 2 se muestra la estructura quimica de la pulmatina, y en la Tabla 2 se muestran todas las
asignaciones de protones y carbonos para la pulmatina (9).
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Figura 2. Estructura molecular de pulmatina (9) con su numeracién

Tabla 2. Datos espectrales de RMN-H, RMN-13C, HSQC y HMBC para pulmatina, compuesto 9, en CO(CD3):

. H/23C H/™H H/C Multiplicidad
Posiciéon ( Cm) conectividad conectividad conectividad RMN-'H
PP (d, ppm) (d, ppm) [Conectividad a enlaces] (Jen Hz)
9 188.11 H-2 (7.52) [4], H-4 (7.69) [4]
C10 182.57 H-4 (7.69) [3]. H-5 (7.64) [3]
OH (12.93) [2], H6 (7.73) [3], H-5
c8 161.83 (7.64) [4],
H-7 (7.34) [2]
c1 158.85 H-2 (7.52) [2], H-1' (5.15) [3]
c3 147.80 H-2 (7.52) [2], H-11 (2.46) [2]
H-7 (7.34), H-
c6 136.62 7.73 Sy dd (7.58, 8.28)
Caa  134.89
C5a  132.89 H-6 (7.73) [3], H-4 (7.69) [4]
H-6 (7.73), H-
c7 124.73 7.34 S OH (12.93) [3], H-5 (7.64) [3], dd (1.2, 8.2)
c2 123.14 7.52 H-4 (7.69) H-11 (2.46) [3], H-4 (7.69) [3] s
ca 121.72 7.69 H-2 (fog') H-11 H-2 (7.52) [3], H-11 (2.46) [3] q(0.7)
H-4 (7.69) [3], H-2 (7.52) [3], H-11
Cla  118.74 o) o]
cs 118.72 7.64 H-7 ((773743)) H-6 H-7 (7.34) [3] dd (1.2, 7.5)
OH (12.93) [3], H-7 (7.34) [3], H-5
cga  117.21 & on 8]
cr 100.88 5.15 H-2 (3.43) [2], OH (5.11) [3] d(7.9)
, OH (5.11) [3], OH (4.63) [3], H-6' (3.49)
c5 77.73 3.43 o (300 12 m
, OH (5.11) [3], H-1 (5.15) [3], H-2/5'
c3 77.04 3.30 (543 VB, Had' (o2 2] (3.9, 4.7, 9.5)
, OH (5.11) [2], H-L’ (5.15) [2], H-3'
c2 73.78 3.43 530) (2] m
, OH (5.11) [2], H-1' (5.15) [4], H-6'
c4 69.99 3.22 G5.69) 13], t-3 (5.3 12 dt (9.1, 5.1)
, 3.6 H-4' (3.22) [3], OH (4.63) [2], ddd (1.6, 5.5,
c6 61.02 oo b (343) (2] 11.5)
: : dd (5.9, 11.8)
c11 22.25 2.46 H-4 (7.69) [2], H-2 (7.52) [2] s
OH-8 12.93 s
OH-2'y # 5.11 (2) OH-C2' y OH-4' t (4.5, 4.8)
OH-6' 4.63 OH-C6' t (5.6, 5.9)
OH- 5.14-5.13

s: sefial simple; d: sefial doble; dd: sefial doble de dobles; t: sefial triple; dt: sefial doble de triples; q: sefial
cuadruple; m: sefial multiple

El proceso de purificacion del concentrado M44-50
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Los resultados de las evaluaciones de toxicidad de los extractos EEEPafR (DLso = 2.55 pg/mL) y
EMPafR (DLso = 0.21 pg/mL) con A. salina L., demostraron la alta toxicidad que ambos extractos
poseen y la posibilidad de que contengan otros metabolitos secundarios bioactivos, ademas del
compuesto 8, desoxisardsido o picramniésido E, que de acuerdo con la literatura posee actividad
citotdxica contra las lineas celulares del carcinoma nasofaringeo (KB) y carcinoma de células
escamosas del cuello uterino (SQC-1) (Hernandez-Medel y Pereda-Miranda, 2002). Por otra parte, se
conoce que muchos de los ftalidos naturales presentan diferentes actividades bioldgicas, incluyendo
efectos antibacterianos, antifingicos, insecticidas, citotoxicos y antiinflamatorios, entre muchos otros
(Wei et al., 2022), lo que también puede estar contribuyendo al uso tradicional que les atribuyen a
especies de Picramnia.

Conclusiones

El estudio quimico de los extractos de raiz de P. antidesma ssp fessonia, permitié el aislamiento de las
antraquinonas islandicina (1), crisofanol (2), emodina (4) y pulmatina (9), de la antrona de emodina
picramniésido E o desoxisarésido (8), del esterol conocido como B-sitosterol (3), de la cumarina
umbeliferona (6), de acido benzoico (7) y de 7-hidroxi-5-metoxiftalido (5). Este es el primer reporte
de la presencia de islandicina y pulmatina en esta especie, y de 7-hidroxi-5-metoxiftalido, en el género
Picramnia.

La elevada toxicidad que mostraron los extractos de éter etilico y de metanol de la raiz de esta
especie, permite suponer la presencia de otros compuestos bioactivos, ademas de la antrona
picramniésido E, metabolito que tiene actividad citotdxica contra lineas celulares derivadas de
canceres humanos.

Glosario

Término Significado

AE Acrénimo para acetato de etilo
Artemia

salina

¥

e |
e AN )
La artemia salina es un pequefio crustdceo de méas de dos centimetros de longitud.
Tiene como preferencia un habitat de salinidad alta, pero fisiol6gicamente se adapta a
medios de menor salinidad con facilidad. La artemia posee el mejor sistema de
osmorregulacion que existe en el reino animal, para mantener la composicion del
liquido corporal constante (9 g/L de salinidad) en un medio extremo (Fotografia
cortesia de Proaqua México: https://proaqua.mx/blog-y-noticias/importancia-de-la-artemia-
viva-para-el-crecimiento-de-peces-y-camarones-en-granjas-acucolas-laboratorios-y-
acuarios/#:~:text=La%?20artemia%?20salina%20es%20un%20peque%C3%B10%20crust%C3
%Alceo,permite%20reducir%20la%20frecuencia%20de%20l0s%20recambios)
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Término Sig nificao

Caregre

Arbusto que puede llegar a alcanzar hasta 5 metros de altura. Originario de América
(México a Colombia). Sus frutos son ingeridos por aves y son tan vistosos que el
arbusto se usa de manera ornamental en setos. Son medicinales y ayudan a la
restauracion de ecosistemas y se usan como colorantes naturales. Su nombre varia de
pais a pais. En México se conoce como chilitecuahuitl o chilillo (Foto cortesia de Mundo
Forestal de Costa Rica)

cc Técnica de cromatografia en columna abierta

ccf Técnica de cromatografia en capa fina (https://www.youtube.com/watch?v=jEhen_tC_zg)
Seis concentrados: EE1-2, EE3, EE4-5, EE6, EE7-8 y EE9-15

CDCls Cloroformo deuterado (RMN)

CHCls Cloroformo

CH2Cl2 Cloruro de metileno

CO(CD3)2 Compuesto deuterado en acetona (RMN)

CO[CHz]2 Acetona

DEPT Distortionless Enhancement by Polarization Transfer en inglés

DMSO Dimetilsulféxido (Toxicidad con Artemia salina L.)

DMSO-ds Dimetilsulféxido deuterado (RMN)

EE Acrénimo para éter etilico

EEEPafR Extracto de Picramnia antidesma ssp. fessonia en éter etilico

EMPafR Extracto de Picramnia antidesma ssp. fessonia en metanol

Equipo Es un aparato de laboratorio para determinar el punto de fusién de sustancias solidas,

Fisher Johns  que funciona calentando una platina de aluminio donde la muestra se coloca entre dos
cubre-objetos de vidrio, permitiendo la observacién de la fusién a través de una lupa y
una iluminacién, controlando la temperatura para medir con precision cuando empieza
y termina la fusién. Es ideal para control de calidad e investigacién, analizando
muestras cristalinas con un rango de temperatura amplio (20 a 300°C)

EtOH Alcohol etilico

Hx Acrénimo para hexano

MeOH Metanol

PafR Picramnia antidesma ssp. fessonia

Pf Puntos de fusion

RMN Espectroscopia de resonancia magnética nuclear
TMS Tetrametilsilano de referencia interna (RMN)
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