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Resumen

Especies del género Picramnia han sido reconocidas por su uso etnobotanico en medicina
tradicional y como fuentes promisorias de colorantes naturales. Picramnia gracilis(URU), con
distribucion en el neotrépico del continente americano, esutilizada por la comunidad indigena
Ika de la Sierra Nevada de Santa Marta, Colombia, como fuente de colorantes naturales. Un
extracto etanolico de hojas de la especie fue fraccionado con solventes de polaridad creciente y
purificado mediante cromatografia en columna, para el aislamiento e identificacion de las
antraquinonas aloe- modina, emodina, crisofanol y nataloe-emodina, ya registradas en el género
y que se reportan por primera vez para la especie. Los compuestos fueron identificados
mediante comparacién con muestras auténticas por HPLC-DAD vy espectroscopia de RMN *H y
184, El andlisis del extracto obtenido de las fibras tefiidasconesta especie, indicé a las
antraquinonas crisofanol (1) y nataloe-emodina (2) como los principales compuestos colorantes
presentes, responsables de su propiedad tintdrea.

Palabras clave: picramniagracilis, antraquinonas, nataloe-emodina, colorantesnaturales,
propiedadtintérea.

Abstract

Picramnia species have been known for their ethnobotanical use in traditional medicine and as
promising sources of natural dyes. Picramniagracilis (URU) is a species used as bythelka
indigenous community of the Sierra Nevada de Santa Marta, Colombia as a source of natural
colorants, distributed in the Neotropic of the American continent. Ethanolic extract of leaves of
the species was fractionated with solvents of increasing polarity and purified by column
chromatography for isolation and identification of the anthraquinones previously registered in
genus: aloe-emodin, emodin, chrysophanol and nataloe-emodin, and are reportedfor the first
time in the species. The compounds were identifiedby HPLC-DAD and NMR 'H and
13Cspectroscopy.The analysis of the extract obtained from the fibers dyed with this species,
showed that the anthraquinoneschrysophanol (1) and nataloe-emodin (2) as the main coloring
compounds present, responsible for their dyed property.
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Introduccion

Picramnia gracilis Tul. (Picramniaceae)Sin. Picramnia dwyeri D.M Porter y Picramnia
monninifolia Rusby, es un arbol nativo del continente americano conocido con el
nombre comdn de Pakaburwi en Panamd, Indiecito y Uru (comunidad lka) en
Colombia. Crece entre los 1300 y 2600 msnm en diferentes tipos de ecosistemas,
generalmente humedos y muy hdmedos, tropicales y montafiosos. P. gracilis se
encuentra distribuida en la region tropical en paises como Panama, Costa Rica y
Honduras en Centroamérica, y en el norte de Suramérica en Ecuador, Bolivia,

Venezuela y Colombia[1].

El género Picramnia esta constituido por arboles con amplia distribucion en la region
tropical y templada de América. Comprende cerca de 45 especies distribuidas desde
Florida hasta Brasil y Argentina. La mayoria de especies del género han sido estudiadas
por su amplio uso en medicina tradicional: tratamiento y prevencion de enfermedades e
irritaciones de la piel [2-5], tratamiento de malaria, sifilis, desordenes gastricos, llagas y
Ulceras extremas[6-9]. Estudios biolégicos sobre especies de Picramnia han
determinado propiedades antiplasmodial y citotoxica[8,10-15], asi como actividad
antifangica[15-18].

Del género se han aislado antraquinonas como crisofanol, emodina, fision, aloe-
emodina y nataloe-emodina, asi como sus derivados glicosilados [3-5,7-9,17,18];
Picramniosidos  (antronas) [3,5,18] y Mayosidos (oxantronas)[3,4,9,17,18]

caracteristicos del género, asi comocumarinas[3,4,17,18] y flavonoides [19].

Picramnia gracilis, es considerada una especie endémica de la Sierra Nevada de Santa
Marta, con distribucién en el noroccidente colombiano, y tradicionalmente usada por la
comunidad indigena Ika para el tefiido de fibras de celulosa[20]. Sobre su fitoquimica,
en un estudio reciente se aisl6 la 5,3-dihidroxi-7,4-dimetoxiflavanonade los frutos y se
atribuyo a este compuesto la actividad antileishmaniasis de la especie[19]. Actualmente
no se conoce acerca de la composicion quimica de otras partes de la especie. El objetivo
de este estudio es contribuir al conocimiento fitoquimico de P. gracilis y determinar los

principales componentes responsables de la propiedad tintorea.
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Materiales y métodos

Solventes y reactivos

Los solventes n-hexano (HEX), diclorometano (DCM), acetato de etilo (AE) y acetona
grado analitico, y acetonitrilo (ACN) grado HPLC fueron adquiridos de Merck
(Darmstadt, Alemania). El &cido férmico grado analitico ACS 88% de Alfa Aesar
(Estados Unidos) y el acido oxalico de G.A. Scharlau (Barcelona, Espafia). Los patrones
de referencia empleados fueron: aloe-emodina grado HPLC ChromaDex (California,
Estados Unidos); emodina estandar analitico Sigma-Aldrich (Milwaukee, Estados
Unidos); crisofanol, quercetina y morina grado HPLC Phytolab (Vestenbergsgreuth,

Alemania).

Recoleccion y preparacion de Ia muestra

Picramnia gracilis fue recolectada en la vereda de Sirkairo, corregimiento de
Nabusimake, municipio de Pueblo Bello, departamento del Cesar, Colombia
(coordenadas geogréaficas 10° 30° 56” N - 73° 20’ 32’’0), en enero de 2013. Una
muestra testigo fue clasificada por el Herbario Forestal de la Universidad Distrital
Francisco José de Caldas, bajo el numero de coleccion UDBC36745B. Devia008. Se
seleccionaron las hojas frescas obteniendo 607,2 g de material vegetal que se moli6 para

su posterior extraccién por maceracion.

Extraccion y fraccionamiento

El material vegetal fresco se sometié a extraccion por maceracion a temperatura
ambienteen 3,5 L de etanol 96 % durante 7 dias. El extracto obtenido se concentrd a
presion reducida a una temperatura de 40 °C, con rotacion de 60 rpm, a 150 mbar de
presion. El proceso de maceracion y concentracion se repitidé durante 2 meses hasta
agotar el material vegetal, en componentes solubles en el solvente empleado. El
extracto etandlico obtenido, 72,32 g, fue tratado mediante fraccionamiento liquido-

liquido continuo con n-hexano, diclorometano y acetato de etilo.

Cromatografia en capa fina analitica (CCF)

Utilizada como técnica analitica para la separacion y seguimiento de fracciones y
subfracciones. Se emplearon cromatofolios de gel de silice TLC 60 F2s4 20x20 y gel de
silice 60 RP-18 Fasss 20x20 de Merck, y diferentes mezclas de solventes como
eluyentes.Los agentes cromogeénicos utilizados fueron luz ultravioleta de onda larga

(365 nm) y de onda corta (254 nm) y vainillina.
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Cromatografia en columna (CC)

Utilizada para la separacion y purificacion de losextractos y compuestos. Se emple6 gel
de silice 60 H (0,015-0,040mm) Merck como fase estacionaria, compactada en
columnas de vidrio de diferentes didmetros y longitudes. Se utilizaron varios sistemas
de solventes como fase movil, mezclas de diferentes proporciones de n-Hexano,
CHxClz, y MeOH. Se utiliz6 también cromatografia de exclusion molecular para la
purificacion de compuestos, con Sephadex LH-20 (Sigma-Aldrich) con medidas de
columna de 2,5 cm x34 cm, y como fase mévil Metanol grado analitico (Sigma-
Aldrich).

Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas (CG-EM)

Empleada para el seguimiento de fracciones y la identificaciébn de compuestos. Se
utilizé un cromatografo de gases Shimadzu QP-2010 plus/Japdn, equipado con una
columna capilar (30 m x 0,25 mm x 0,25 mm) SHXRIi 5MS, y un detector de masascon

modo de ionizacion por impacto electrénico a 70 eV.

Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC)

Empleada para el seguimiento de fracciones e identificacion de compuestos por
comparacion con patrones de referencia. Se utiliz6 un equipo Waterse2695equipado con
detector con arreglo de diodos Waters 2998/ Estados Unidos. Los espectros fueron
escaneados entre 200 y 600 nm y se analizaron empleando el software Empower
3-2010. Columna RP-18 Hypersil Gold (150 x 2.1 mm) a 30 °C de temperatura,
volumen de inyeccion de 20 pLy flujo de 1 mL/min de un sistema de elucion por
gradiente compuesto por Agua (A), acido formico (B) y ACN (C): 0-2,7 min (85% A,
10% B, 5% C); 2.7-88,5 min (30% A, 10% B, 60% C); 88,5-90,7 min (30% A, 10% B,
60% C).

Resonancia Magnética Nuclear (RMN H', C°)

Los espectros unidimensionales de RMN de 'H y *C y bidimensionales (Cosy, HMQC,
HMBC y Noesy) fueron adquiridos en un equipo marca Bruker Avance DRX-
500/Estados Unidos), operando a frecuencia (499 MHz para *H y 125 para 3C) y DRX-
300/Estados Unidos), operando a frecuencia (299 MHz para H y 75 para '°C),
empleando solventes deuterados (Acetona-d6) obteniendo espectros expresados en

escala 6 (desplazamientos quimicos) y como referencia interna usando TMS.
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Purificacion de los extractos

Los extractos obtenidos del fraccionamiento con solventes de polaridad creciente a
partir del extracto etanolico fueron analizados mediante HPLC-DAD. Las fracciones de
menor complejidad de acuerdo con sus cromatogramas fueron purificadas como se

describe a continuacion.

Extracto de n-hexano.DeHex.PgH (0,38 g) se obtuvieron 12 subfracciones por CC
empleando mezclas de elucion de n-hexano y acetona de polaridad creciente, desde 8:2
hasta 1:1. El componente mayoritario de la subfraccion Hex.PgH1 se purifico,
obteniendo por evaporacién del solvente, un sélido en agujas de color amarillo (80 mg)

que se identifico como 1,8-dihidroxi-3-metil antraquinona: crisofanol (1).

Extracto de diclorometano. De DCMPgH (5.2 g) se agruparon 15 subfracciones por CC
utilizando mezclas de diclorometano y acetona de polaridad creciente, desde 7:3 hasta
1:1. Se reunieron 5 de estas subfracciones (DCMPgH 2, 4, 5, 7 y 8) en las que se
encontrd6 un compuesto comun, el cual fue purificado mediante cromatografia de
exclusion molecular con Sephadex como fase estacionaria y metanol como disolvente
de elusion. Se obtuvo 1,34 g de un solido amorfo de color amarillo que fue identificado

como 1,2, 8-trihidroxi-6-metilantraquinona: nataloe-emodina (2).

Andlisis de Ia propiedad tintérea del extracto acuoso deP. gracilis

La solucién tintorea se obtuvo a partir del extracto acuoso filtrado de hojas frescas
molidas y maceradas durante 24 h, en una relacion 3:1 del peso de las hojas con
respecto al peso del material a tefiir. Los ensayos de tefiido se realizaron sobre una tela
de algodon, previamente descrudada y mordentada con alumbre. EI proceso de tefiido se
realizd sumergiendo la tela en la solucién durante 24 h. Luego se lavo con agua

destilada y se sec6 en ausencia de luz directa.

Para el analisis del material tefiido, una muestra de 1,5 mg de la tela tefiida se extrajo
con una mezcla de 200 pL de acido oxalico 0.1M, metanol y agua H2C204 (0, 1M):
MeOH: H-0, en proporcion 8:2:1, a una temperatura de 55 °C durante 30 min. Se filtr6
y se secd al vacio, utilizando NaOH como agente desecador. El residuo obtenido se

disolvio en MeOH, se filtrd y se tomaron 20 puL para su analisis por HPLC-DAD.

Como criterio de identificacién se utilizé la correspondencia entre el tiempo de

retencion y el espectro UV-VIS de los picos observados en el extracto colorante, con el
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tiempo de retencion y el espectro UV-VIS de los compuestos de referencia
grado HPLC.

Resultados y discusion

Los extractos de P. gracilis fueron analizados de forma general por HPLC-DAD. A
partir de los extractos de menor polaridad (Hex.PgH y DCMPgH) se lograron identificar
compuestos de bajo peso molecular tales como: acido cinamico, hexilcinamaldehido,
acido benzoico, benzoato y salicilato de bencilo, palmitato de etilo y
dihidroactinidiolida por CG-EM, mediante comparacion de sus espectros de masas con
la biblioteca de referencia NIST 08. Adicionalmente se identificaron antraquinonas ya
reportadas en especies del género Picramnia como aloe-emodina y emodina [3-
5,8,9,17,18], asi como los flavonoides quercetina y morina, que se reportan por primera
vez para la especie. Estos metabolitos fueron comparados con muestras auténticas por
HPLC-DAD.

Por primera vez para la especie se aislaron las antraquinonas crisofanol (compuesto 1)
del extracto de n-hexano, y nataloe-emodina (compuesto 2) del extracto de DCM, las
cuales, de acuerdo con el perfil cromatografico del extracto etandlico total, son los
componentes mayoritarios en hojas de la especie y se encuentran presentes en los
extractos de los diferentes solventes usados (figura 1). La elucidacion estructural de
estos compuestos se realizo con base a los datos espectrales de RMN *H y 3C obtenidos
para cada compuesto, y por comparacion de los datos reportados en la literatura para los

mismos compuestos obtenidos de otras fuentes vegetales.

Compuesto 1,1, 8-dihidroxi-3-metilantraquinona (crisofanol), 80 mg de un sélido en
agujas de color amarillo, con pf = 194-198 °C, presentd por espectrometria de masas de
baja resolucién un ion molecular y pico base en [M*] 254 m/z, con un IDH = 11y

coherente con la formula molecular C15H1004.

El andlisis por RMN*H y °C y la comparacion de los datos espectrales con literatura
consultada [21], permitié asignar los valores de desplazamiento quimico (d)para cada
hidrogeno y carbono presente en el compuesto que se registran en la tabla 1. El espectro
de RMN *H presenta sefiales caracteristicas de una antraquinona con desplazamientos
enon 12,10 (s, 1H) y 12,01 (s, 1H) correspondientes a los hidrogenos de los grupos
hidroxilo en C-1 y C-8 los cuales presentan gran desplazamiento por efecto de
formacion de enlace de hidrogeno de los grupos -OH con el oxigeno de la cetona, un

singlete en on 2,47 (s, 3H) caracteristico de hidrégenos metilicos, dos sefiales para los
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hidrégenos H-2 y H-4 enon7,11 (d,J= 1,8 Hz, 1H )y on 7,69 (d,J= 1,8 Hz, 1H)
caracteristicos de un sistema aromatico con acoplamiento en —meta, y en el caso del
anillo A de la antraquinona presento dos sefiales con un desdoblamiento de tipo doble
doblete en 6w 7,30 (dd, J=7,30; 1,8 Hz, 1H) H-5y 61 7,84 (dd, J=7,3; 1,8 Hz, 1H) para
H-7, finalmente una sefial enon7,66 (t,J= 7,30 Hz, 1H) H-6 caracteristica de

acoplamientos en -orto.

Los espectros de RMN C*2 BB para este compuesto presentaron 15 sefiales espectrales,
resaltando las sefiales en dc 192,83 (C-9) y oc 182,24 (C-10) para carbonos cetonicos, y
dos sefiales en dc 163,01 (C-8) ydc(162,71) (C-1) para dos carbonos aromaticos
oxigenados. La anterior deduccion razonada y su posterior comparacion con la literatura
confirmd la estructura para el compuesto 1 como 1,8-dihidroxi-3-metilantraquinona

(crisofanol
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Fig. 1. Cromatogramas HPL Cde extractos de P. gracilis con diferentes solventesregistrados a
430 nm. aloe-emo, nat-emo, emo Yy cris corresponden a las antraguinonasaloe-emodina, nataloe-
emodina (2), emodina y crisofanol (1)
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Compuesto 2, 1,2,8-trihidroxi-6-metilantraquinona (nataloe-emodina), 1,34 g de un
solido amorfo de color amarillo, con pf = 212-214 °C, presentd por espectrometria de
masas por inyeccion directa en modo de ionizacién por impacto electrénico un ion
molecular en [M*] 270 m/z coincidiendo con la formula molecular CisH100s
con IDH =11.

Este compuesto presenta una sefial en on 11,9 (s, 1H) atribuible al hidrogeno del grupo -
OH en posicion 2 y un singlete intenso en dn 2,47 (s, 3H) caracteristico de hidrogenos
metilicos. Se registran también las sefiales correspondientes a los hidrégenos H-7 y H-5
enon 7,18 (d, J= 1,8 Hz, 1H) y 61 7,64 (d, J= 1,8 Hz, 1H) respectivamente.

En el anillo C de la antraquinona se observan dos sefiales con desdoblamiento de
doblete en 0w 7,79 (d, J= 7,30 Hz, 1H) H-4 y 6 7,34 (d, J= 7,3 Hz, 1H) H-3, reiterando
la presencia de un grupo -OH en la posicién 2, la cual fue corroborada mediante
acoplamiento homonuclear COSY H-H 2D, donde es posible observar la correlacion
entre el hidrogeno H-4 (on 7,79) con el hidrogeno H-3 (on 7,34).

Tabla 1. Datos espectrales de RMN *H y 3C para el crisofanol (1)

POSICION | COMPUESTO 1 *Crisofanol
oc onH(Jen Hz) oc on(Jen Hz)
1 162,7 | - 162,7 | -
2 1246 | 7,11 (d, J= 1,8Hz, 1H) 1246 | 7,11 (d, 1H)
3 1495 | - 1465 | -
4 120,1 | 7,69 (d, J= 1,8Hz, 1H) 120,1 | 7,66 (d, 1H)
5 116,1 | 7,30 (dd, J=7,3; 1,8Hz, 1H) | 116,1 | 7,31 (dd, J= 10 Hz; 1,9, 1H)
6 137,1 | 7,66 (t, J=7,3Hz, 1H) 137,1 | 7,67 (t, J= 10,5 Hz, 1H)
7 124,7 | 7,84 (dd, J=7,3; 1,8Hz, 1H) | 124,7 | 7,84 (dd, J=10; 1,9 Hz, 1H)
8 163 | - 163 |-
9 192,8 | - 1928 | -
10 182,2 | - 182,2 | -
11 22,9 | 2,47 (s, 3H) 22,9 | 2,47 (s, 3H)
12 114 | - 114 |-
13 1339 | - 1339 | -
14 1216 | - 1216 | -
15 131,2 | - 131,2 | -
OH-1 - 12,02 (s,1H) - -
OH-2 - - - -
OH-8 - 12,13 (s,1H) - -

* Datos espectrales de referencia[21]
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Los resultados observados en los espectros de RMN *H y su comparacion con los datos
espectrales reportados en la literatura [22] se registran en la tabla 2 y permitieron
determinar la estructura del compuesto 2 como 1,2,8-trihidroxi, 6-metilantraquinona
(nataloe-emodina). En la figura 2 se presentan las estructuras de las antraquinonas

identificadas en hojas de P. gracilis.

Ri1 R2 Rs
OH O OH R aloe-emodina H CHOH H
1
O‘O emodina H OH CHz3
Rj R, .
O (1) crisofanol H CHs H
(2) nataloe-emodina OH H CHs

Fig. 2. Estructura de las antraquinonas identificadas en hojas de P. gracilis

Tabla 2. Datos espectrales de RMN 'H y *C para la nataloe-emodina (2)

POSICION | COMPUESTO 2 **Nataloe-emodina
on(Jen Hz) oH (J en Hz)

1 - -

2 - -

3 7,34 (d, J=7,3Hz, 1H)- 7,25 (d, J=8,5; 1,8Hz, 1H)

4 7,79 (d, J=7,3Hz; 1H) 7,82 (d, J=8,5; 1,8Hz, 1H)

5 7,64 (d, J=1,8Hz, 1H) 7,65 (d, J=1,8Hz, 1H)

6 2,81 (s, 3H) 2,45(s, 3H)

7 7,18 (d, J=1,8Hz, 1H) 7,05 (d, J=1,8Hz, 1H)

8 - -

9 - -

10 - -

11 - -

12 - -

13 - -

14 - -

15 - -

OH-1 - 11,88 (s,1H)

OH-2 11,90 (s,1H) -

OH-8 - 12,28 (s,1H)

**Datos espectrales de referencia[22]
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En el analisis de la propiedad tintérea de las hojas de la especie P. gracilis, se encontrd
que de las cuatro antraquinonas presentes en el extracto etandlico, la nataloe-emodina y
el crisofanol estan presentes en el extracto obtenido de las fibras tefiidas con las hojas
(figura 3), por lo que se puede considerarque estos componentes contribuyen a
lapropiedad colorante de la especie. Estos compuestos también han sido determinados
en P. SellowiiHook[13], otra de las especies de estegénero empleadaenel tefiido de
fibras de celulosa[23, 24]. EnPicramniajuninianal.F. Macbr, también conocida por su
empleo como colorante etnogréafico, el tamizaje fitoquimico mostré la presencia de
quinonas en el extracto colorante [25], pero no se dispone de informacion

detalladasobre estos componentes.

0,3 ] A 430 nm
Extracto etanolico total hat-emo
0,2 | aloe-
AU
0,1 | .
eMo  cris
0,0 E — } | W
0,40 o ) .
Hidrdlisis fibra tefiida con P. gracilis nat-emo 430 nm
0,30
AUO0,20
0,10 .
cris
0,00 M
0,00 15,0 30,0 45,0 60,0 75,0 90,0
Minutes

Fig. 3. CromatogramasHPL Cdel extractoetandlico total de hojas de P. gracilisy de la hidrolisisde
fibras de algodén tefiidas,registrados a 430 nm. aloe-emo, nat-emo, emo y cris corresponden a las
antraquinonasaloe-emodina, nataloe-emodina (2), emodina y crisofanol (1)

Conclusiones

Del extracto etandlico de hojas de Picramnia gracilis se identificaron las
antraquinonas emodina, aloe-emodina, crisofanol y nataloe-emodina, registradas
previamente en el género y que se reportan por primera vez para la especie. En
cuanto a las propiedades tintoreasde la especie, se determind que las antraquinonas

crisofanol y nataloe-emodina son los componentes mayoritarios en las fibras tefiidas.
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