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L INTRODUCCION

Las plantas constituyen una fuente muy rica, en donde se sintelizan una gran
variedad de compuestos, y &5 la flora mexicana una de 1as mds ricas del mundo, ya que en
Meéxico se cuenta con todos los climas desde el tropical hasta el frio en las altas montafias, asi
como todo tipe de suelos, desde los mas ricos hasta los m4is dridos. En su terrntorio se han
establecido diversos tipos de vegetacién caracterizados por la presencra de numerosas
especres de drboles y atbustos, un ejemplo de ello son Jas plantas de uso medicinal que han
sido ampliamenie utshzadas por el ser humano desde iempos antiguos hasta fa actualidad; y
esto se debe a que desde siempre, ¢l hombre ha buscado una solucidén a todas sus
necesidades, siendo la salud, primerdial para el ser bumano se han buscado en Ja natwraleza
aquellas plantas que puedan prevenir o aliviar enfermedades. Sus usos van desde la manera
tradicional a base de tés, infusiones, de manera local o a través de bafios de temazcal, hasta 1a
forma industrializada para la obtencidn de medicamentos. Es por ello de gran importancia
conocer aquellas fuentes naturales de donde aislar ¢ identificar las sustancias activas que

serdn de beneficio para la humamdad.

Sin embargo, los estudios quimicos de fa flora niexicana son escasos, de ahi la
importancia de llevar a cabo proyectos en donde se estudie el mayor ntimero de familias,

géneros y especies para asi ampliar el conocimiento sobre la flora existente en nuestro pais.

De las plantas del género Casimiroa se han aislado metabolitos secundarios
como alealotdes, flavonas, cumarnas, triterpenos, daidos grasos y esteroles; tomando en
cuenta que $8lo se han estudiado 2 de las 8 especies existentes en México, continvar con el
estudio de este género representa una contribucion importante al conocimiento del género asi

como a la famiha de las Rutaceas

El presente trabajo tiene como fin realizar el estudio fitoquimsco de Casinmiroa
pringlei  para aslar, purificar ¢ dennficar sus metabolitos secundarios mayoritarios

(Flavonmdes y Furanocumarinas,).
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II. FUNDAMENTACION TEORICA
A. GENERALIDADES DE LA FAMILIA RUTACEAE

La familia Rutaceae pertenece al orden de las Rutales, algunos botdnicos
britdnicos incluyeron ademids de ésta, a otras familias. Diversas modificaciones se han
realizado a través de los afios por diferentes investigadores, siendo Melchior el que clasificé
dentro del orden de las Rutales a las familias: Burseraceae, Creroraceae, Meliaceae, Rutaceae

y Simaroubaceae [1).

La familia Rutaceae en su mayor parte son drboles, arbustos y ocasionalmente
subarbustos y herbdceas perennes, distribuidos en regiones tropicales y subtropicales; se
caracterizan por poseer hojas alternas u opuestas, simples o compuestas, glandulares,

aromdticas y a menudo siempre verdes [2].

Es una familia integrada por alrededor de 150 géneros y mds de 1500
especies, algunas de ellas de relevancia econémica como se puede ver en la Tabla |,
destacando el naranjo, limonero, la ruda y el zapote blanco, los cuales se localizan en México
[2]. A su vez, la familia Rutaceae es una familia que se ha desarrollado ampliamente en
Suddfrica y Australia, donde se encuentran los géneros Pielea, Zanthoxylum v Amyris ; asi
mismo, en tos Estados Unidos de Norteamérica se localizan los primeros dos géneros ~Norte
de Minnesota y Ontario, Canadd- mientras el tercero se restringe tinicamente al estado de
Florida [3].

Los miembros méds comdnes de la familia son especies del género Cutrus, que
producen jugos dc frutas, los cuales son muy apreciados por su sabor y su alto contenido de
vitammina C. El génere mds grande es Zanthoxylum (200 o mds especies) y se focaliza
principalmente en zonas tropicales [4]. Asf mismo, la familia Ruraceae ests dividida en sicte
sub-familas, especialmente en cuatro familias como se puede observar en la Figura 1, en
donde: Aurantioideae, Flindeisioideae, Rutoideae y Toddalioideae, que también son Hamadas
sub-familias mayores de las que se han obtenido la mayor cantidad de cumarinas. Todas las
cumarmas en la famlia Rutaceae | han sido aistadas en una proporcién aproximada de 6:1:3
enlre Rutoideae, Toddalioideae y Aurantioideae, el cual no se ve alterado cuando el
aislamiento total estd dividido en distintos tipos (simples, lineales, dihidrofurano y
piranocumarinas) {5].
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La familia Ruraceae estd ligada a las familias Simaroubaceae, Meliaceae,
Burseraceae y Anacardiaceae , por la presencia en todas estas familias de triterpenos

—sustancias de sabor amargo— de estructura similar [4].

Tabla 1. Especies de Rutaceae de relevancia econdmica [2].

. Non bl o | Nonibre: cientificoi
Naranjo Citrus sinensis
Pomelo Citrus maxima
Cidro Citrus grandis
Limonero Citrus medica
Mandarino Citrus limonum
Satsima Citrus reticulata
Ruda Ruta graveolens
Zapote blanco Casimiroa edulis
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Spathelioideagt-———— Rutac caec Rhabdodendroideae

AR

Rutoideae Dictyolomatoideae  Flindersioideae Toddahmdeae Aurantioideae
Evodia Dictyoloma Flindersia Phellodendron Glycosmis
Fagara Chloroxylon  Balfourodendron Aegle
Melicope Acronychia Citrus
Orixa Casimiroa

Pentaceras Hortia

Zanthoxylum Skimmia

Lunasia Toddalia

Choisya Vepris

Medicosma Teclea

Platydesma

Boenninghausebia

Ruta

Haplophyllum

Dictamnus

Boronia

Eriostemon

Geleznowia

Phebalium

Pilocarpus

Cusparia

Galipea

Figura 1. Rutaceae y familias relacionadas [6].
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B. GENERALIDADES DEL GENERO Casimiroa

Las plantas que conforman el género Casimiroa se caracterizan por ser drboles
o arbustos que presentan hojas persistentes, alternas, digitadas y generalmente de 3 a 5
foliolos, rara vez 1 & 7 {71 Son de corteza moreno-grisdcea, salpicada de numerosas
lentejuelas. Las flores son pequefias de color blanco verdosas, umsexuales; el frutoes de 2 a
12 cm con las semillas que van desde una a cinco. Se desarrollan en climas calidos y

temptados, hasta los 2400 m snm, en terrenos mediapamente fértiles y homedos [8].

Es un génerc que consta de ocho especies distribuidas en México y
Centroamérica, las cuales se conocen como: Casimuroa pringler —zapotillo— San Luis Potosi,
C pubescens —zapote de rata~ Querétaro, Hidalgo y S.L.P; C. sapota localizada en
Chiapas; C. tetrameria distribuida en Yucatn; C. watsonii —zapote cimatrén— en Jalisco, C
emarginata, C. greggli y C.edulis —zapote blanco— ampliamente utilizado desde tiempos

antiguos y llamado por los aztecas como cochitzdpotl [9].

De las especies mencionadas anteriormente, 1as fnicas que son objeto de
cultivo o semicultivo son C. edulis y C. sapota , debido a su valor econémtico —producc:dn
de frutos grandes y comestibles— el resto de las especies son siivestres Cabe sefialar, que C.
edulis ha sido objeto de numerosas investigaciones como ko destaca Rizvi en 1985 [10], asi

mismo, se han descrito estudios quimicos sobre C. greggii, anteriormente denominadz §.

greggil

El género Casimiroa pertenece a la familia de las Rutaceas y al orden
Toddaliordeae. Bl nombre de Casimiroa fue dedicado a un guerrillero otomi{ llamado
Casimro Gémez, debido a que en la antigdedad, los botdnicos solian dedicar el nombre de

los géneros que 1ban descubriendo, a ilustres personajes y héroes de la época [11].

1. Casimiroa edulis La Llave & Lex

HISTORIA
" Noes muy sano manremnttento " opinaron los espaiioles al conocer los
frutos del cochutzdpot], de edscara verde, polpa blanquecina y cremosa, que contienen de 2 a

3 semitlas grandes en su intenor. El zapole blanco forma parte de las frutas tipicas de México,
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sus semillas y hojas se encuentran en los mercados herbolarios y son usados en forma de
infusién como remedio para combatir la hipertensi6n o "facilitar el suefio”, En la actualidad,
se sabe que la dimetilhistamina presente en las semnillas es la responsable de Ia hipotensién
que produce este ancestral remedio. Su ingestién provoca una vasodilatacién generalizada y

por consiguiente la disminucion de la presion arterial.

El amplio vso de esta planta como sedante” es debido a que en dosis altas el
extracto de sus semillas, produce una severa hipotension que puede acompafiarse de

somnolencia y pérdida de la conciencia [11].

DESCRIPCION BOTANICA DE Casimiroa edulis La Llave &
Lex

Es un 4rbol de 2 a 10 m de alwra, tiene su ramaje denso, con las hoias
compuestas de cinco hojuelas en forma de mano abierta de color verde brillante. Las flores
son fragantes, con un color amarillo verdoso o blanquecinas. Sus frutos miden de 8 a 10 cm
de ancho, son amaritlentos con pulpa blanca de sabor dulce, semejando una manzana con 5
semillas [12].

INFORMACION QUIMICA

A partir de 1897, fue en el Instituto Médico Nacional de México donde
numerosos investigadores dedicaron varios afios de trabajo intentando dilucidar las
propiedades medicinales del zapote blanco. Ramirez (1897) describié la obtencidn de un
glucdside al gue ilamaron casimirosal, sustancia presente en los extractos obtenidos con
mezclas de alcobol-agua de las semillas de Casimiroa edulis. Los efectos biol6gicos causados
por este glucdsido fueron: parélisis de Ia motihdad, lentitud de las contracciones cardiacas,
pérdida del equilibrio, excrementacion frecuente, aumento de la secresidn intestinal y

gdstrica, respiracion frecuente, pérdida de ia sensibilidad y muerte por asfixia [11].

En la literatura quimica especializada se encuentran resefiados una gran

cantidad de estudios quimicos 1ealizados a las diferentes partes boténicas de C. edulis. Como

1 Casimirosa: Glucosido mayoritano presente en las semillas del drbol de C. edulis con propiedades
hipnéticas y sedantes de los centros cerebrales [Niembro, 19901
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se describe en la Tabla i, en las semillas de esta especie vegetal se han caracterizado ¢
identificado alcaleides, cumarinas, flavonoides y esteroles; en la corteza y raiz se han
detectado los alcaloides —casimiroina, eduleina, edulinina—~ y los flavonoides 5, 6-
dimetoxiflavona y zapotina; sin embargo, en la raiz se encuentra principalmente el bergapteno
y la isopimpinehna, mientras que de las hojas se ha aislado a la rutina [12].

Tabla 1. Constituyentes quimicos aislados de Casimiroa edulis 2

Bickerm Casimiroedina (1) Semilla [m
(1903)
Power v Callan Casimiroedina (1) Fruto [11]
(19t1) Casimirofna (2) [13)
B-Sitosteral (3)
Kincl Casinuroedina (1) Semilla [13]
(19356) Casimirofha (2)
B—Stosterol(3)
Zapotina {4)
Zapotinina (5)
Zapoterina (6)
Zapotidina (7)
Eduleina (8)

9-Hidroxi-d-metoxifurano (3, 2-) benzopiran-7-ona (9)
Casimirélida (10)

2 Se encuentran erdenados en forma crenoldgica, como una reseiia histdrica de 1os estudios 1ealizados a havéz
del uempo
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Iriarte Casimiroina (2) Raiz [§4]
(1956) Zapotina (4}

5, 6-Dimetoxiflavona (11)
Eduleina {8)
Edulitina (12}
Edulimina (13}
Bergapteno (14)
Isopimpinelina (15)
Escopoletina (16)

Power y Callan Casimiroina {2) Semtlla [11]
(1956) Casimiroedina(l)
(-Sitosterol (3}
Zapotina (4)
Zapotirina (5)
Zapoterina (7)
Eduvleina(8)
Casimirolida (10)
Dijerassi Casinuroedina {1) Semilla [15)
(1956) Casimidina (17}
Sondheimer Eduleina (8) Corteza [16}
(1958) Edulitina (12)
Edulinna (13)
Sondhetmer Zapotina (4) Raiz 17
(1960) Zapotintna (5)
3, 6, 2-Trmetoxiflavona (18)
Dreyer Zapottna {4) Semilla [18]
(1%67)
Garrat Zapotina (4) Fruto y {19]
(1967) Zapotintna (5) corteza

5, 6-Dimetoxiflavona {1 1)

3, 6, 2-Frimetoxiflavona (18)
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Erreyer Casimuroina (2) Semilia [20]
(1968) Zapotina (4)
Zapotcrina (6)
Eduleina (8)

5.6, Z-Trimeioxiflavona (18)
Felopterina (19)
Deacctiinomilina {20}
To-Obacunol (21)
5-Metoxi-8-geraniloxipsoraleno (22)
5, 6, ¥-Trimetoxiflavona (23)

3, 6, 3, 5-Tetrametoxiilavona (24}

Romero Cassmiroedma (1} Senullas y 211
(1983) Rutina (25) hojas

Enrfgquez Felopterina (19) Semilias [22]
(1984) 5-Mectoxi-8-geraniloxipsoraleno (22)

3-Gelaniluxipsoraleno (26)

8-Geramloxipsoraleno (27)

Rizvi Casitiroina (2) Hojas [10]

{1985) Eduleina {8)

Esopumpinelina (15)
Escapoleting (16)

Skianmmianina (28)

FARMACOLOGIA

Una de las actividades mejor evaluadas y comprobadas de esta planta es su
actividad hipotensora, la cual se ha observado con diferentes tipos de extractos preparados
con varias paries de la planta y en especial con las semillas Se comprobé esta actividad por
via intravenosa, utilizando diversas especies de animales de experimentacida (gato, perro,
cobayo, conejo y rata) [12],

Otras dos actividades bien estudiadas y comprobadas son su efecto esttmutante

sobre el diero, observado con exiractos acuosos y etanélicos de ia planta, demostrado en



Flavonoides y Furanocumarinas aisladas de Casimiroa _pringlei.

tejido aistado de tero de gato, cobayo, conejo y adulto humano. La actividad emética del
extracto etandlico fue evaluada en perros por via oral.

El extracto etanélico de la semilla también presentd actividad relajante de los
misculos esqueléticos y estimulante de fos misculos lisos, procedente de varias especies
ammales (cobayo, conejo ¥ gato). Por otro lade el fruto presenté actividad analgésica,
depresora del sistema nervioso central e hipotérmica.

Los extractos etandlico-acuosos preparados a partir de as partes aéreas de ta
planta y evaluados en ratas, mostraron actividad antiinflamatoria y diurética, mentras que el
extracto metandlico-etandlico de semiltas, administrado por via intravenosa, mostrd actividad
hipotensiva y un efecto cronotrépico negativo e ratas.

TOXICIDAD

Se observé el efecto del extracto alcohdlico sobre la prestén arterial en perros a
una dosis de 0.2 g/kg de peso, que ocasiona analgésia, depresién del sistema nervioso
central, paro respiratorio v la muerte por sobredosis {12].

La administracidn del extracto a perros a la dosis de 1g/kg de peso, causa
vémito, enfriamiento, inactividad, pardlisis y muerte por paro respiratorio. Por otra parte, la
aplicacién oral de zapote blanco a conejas gestantes revel$ en la autopsia un abundante
sangrado vaginai [12]

Tratando de determinar la LDsq en ratas se encontré que a la dosisde 2a 2.5
g/kg de peso de rata, se observaban sintomas de toxicidad tales como: pérdida de la
coordinaci6n muscular, asf como pérdida del equilibrio, entre otros [12].

DISTRIBUCION Y PRINCIPALES PRODUCTOS DE UTILIZACION

El principal producto es ¢l fiuto, ¢l cual es muy apreciado como complemento
alimenticio La corteza, las hojas y sobre todo las semillas del zapote blanco contienen un
glucdsido téxico lkumade "casimirosa”, que contiene propicdades hipndticas, sedantes ¢

hipotensoras de los centros cerebiales. Esta sustancra cuando se ingiere en pequefias dosis

10
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produce sueiio tranquilo y reparador, por lo que se utiliza en medicina tradicional en casos de
msomnio y dolores reumdticos. Sin embargo, a dosis mayores pueden traer como
consecuencia resultados fatales. La madera es moderadamente fuerte y resistente, de

durabilidad limitada. En ocasiones se emplea en trabajos de carpinteria [23}.

En México, ¢l zapote blanco se encuenira distribuido en los estados de : Baja
California, Chiapas, Distrito Federal, Estado de México, Guerrero, Hidalgo, Jalisco,
Michoacdn, Morelos, Nayarit, Qaxaca, Puebla, Querétaro, San Luis Potosi, Sinaloa,

Tlaxcala y Veracruz [24].

En la Tabla 2, se encuentran resumidos los principales usos del zapote blanco

en la medicina tradicional; asi como su localizacién y los nombres comines.

11
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(‘2H3 OCH,
= N N =
@] N 8] I?T O
\ \-o cn
7
Q OH
() Casimiroedina {2) Casimiroina
HOCH,
HO
OH

OCH,; O

HO (4) Zapouma

{(3) P~Sitosterol (5, 6, 2", 6-tetrametoxiflavona)

(5) Zapolinina
(3-hidroxi-0, 2', 6'-trimetoxiflavona)

{6) Zapoterina
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N—-—

(7) Zapotidina

OCH,4

OH

(9) 9-Hidroxi-4-metoxifurano

(3, 2)-benzopiran-7-ona (10 Casimir6lida
OCH;
s
I“I«f O
OCH, 0 OCH; H
(11) 5, 6-dimetoxiflavona {12) Edulitina
OCH;,
OH
R
OH
II\I Q
CH,

{13} Edulinina
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{14) Bergapteno
O~ | SN
HO x O o

(16) Escopoletina

OH I

o}

o}

{20} Deacetilnomilina

OCH,

(15) Isopimpinelina

Ciy Ngy N3 G
(17) Casimidina

OCH,

Vi =

0 o~ Yo
Y

(19) Felopterina

{21) To—Obacunol
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!
CH,0

(22} 5-Metoxi-8-geraniloxipsoraleno (23} 5, 6, 3-Trimetoxiflavona

OCH;

HO

ocH, ©
(24) 5, 6, 3', 5'-Tetrametoxifiavona (25) Rutina
0 = =
/ =
0 o7 Yo

(26) 5-Geraniloxipsoraleno (27) 8-Geraniloxipsoraleno
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Tabla 2. Localizacién y usos de Casimiroa edulis. La Llave & Lex (Rutaceae ) [25].

tz1aczapotl Kolotla, Pahuatlén, Pue. Anemia Hojas Hervido Oral
Matasanc Huistiin, Chiapas Rifiones sfi Infusién Oral
Zapote San Andrés Timilpan, Secrecidn Hojas Cocinuento Local
Zdo. de Méx. de leche (masajes)
Zapote Naovalato, Sin. Nervios si sfi sfi
Zapote La Despensa, Ahome, Sin. Presidn sfi sfi sfi
Zapote Culiacdn, Sin. facilitar el suefio sf1 s/t st
Zapote blanco Xochunilco, D F. [nsomnio Hojas Infusién Qral
Zapote blanco 8, Luis Teolocholco, Tlax.  Baja la presidn. Hojas Infusién Oral
: Tranquilizante
Zapote blanco Acajete, Pue. Insomnio Frutos sfp Oral
Presidn Hojas Infusidn Oral
Zapote blanco Tepoztlin, Mor, Bafic postparto Hojas y sip Externa
tallos (bafio de
frescos temazcal)
Hojas Hervidas Externa
frescas (b. 1)
Zapote blanco Edo, de Méx. Pelo Semillas Machacadas Local
Presion Hojas Hervidas Oral

s/, Sin informacién

sfp Sin preparacién

Infasién. Preparacién obtenida al sumergir material vegetal en agua hirviendo y retirando mmedialamente ésia del

fucgo.

Cocimienta: Consiste en colocar el material vegelal en agua v dejar que ésta ierva de 10 a 20 mun

Machacar Triturar o moler uaz plants medicinal con una pequeda canlidad de agua. aceites y yema de hucvoe v otras

SUSLancias,

Hervir Forma de preparacidn de uoa planta medicanal B tiquido de coceién puede ser agua, leche u otra sustancia

ligmda

Bafio de 1emazeal Baiio de vapor que se realiza en una haitacién pequeia de torma redonda o rectangular, consteuida

con piedra o adabe: en s integior se almacena una alta concentracion de vapor que permite reahizar el bafio [26).

16
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2. Casimiroa greggii

Sereno Watson en 1890 propuso a la Sargentia greggil, como un nuevo
género y especie de Rutaceae, basado en plantas colectadas por Gregg y Pringle, cerca de
Monterrey, N.L., México. En esa ocasién solamente se recolectd material sin flor. Al
examinar nuevamente 1a muestra, se observd una clara evidencia de que dos taxas estaban
involucradas: Una de ellas Pringle 2416 que correspondfa a Esenbeckia runyonii, también

Ruiacea.

La descripcién de Watson cita una mezcla de cardcteres florales de E. runyonii
y cardcteres frutales de §. greggii En algunas localidades geogrificas se encontraron estas
dos taxas creciendo lado a lado y mostraban gran similitud ya que las hojas de ambas taxas
tenfan tres foliolos.

Cuando Watson en 1891 describié una nueva especie de Sargentia, S.
pringlei, de 1a cual él tuvo ambas muestras (con flor y con fruto), €I cuestiond ésta asignacién
genérica estableciendo que aungue el fruto era esencialmente como de 8. greggii, las flores
estaban totalmente diferentes, por lo que se describié como flores de S. greggii, las que

anteriormente se atribuyeron a Esenbeckia runyonii. .

Engler en 1896 transfirié 1a S. pringlei a Casimiroa, por lo que S. greggii,
también suftié el mismo cambio de género y es por eso que ahora se conoce como Casimiron
greggii [27].

INFORMACION QUIMICA DE Casimiroa greggil

Se han realizado pocos estudios con respecto a C. greggil en comparacion a Ja
C. edulis, de los cuales se han aislado cumarinas y flavonoides En la Tabla 3 se resumen los

trabajos mds imporiantes con sus respectivos productos obtenidos.

17
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Tabla 3. Constituyentes quimicos aislados de Casimiroa greggii.

Dominguez B—Suosterol (3) Frutos y hojas [28]
{1972) Cerrosillina (29)
5, b-Dametoxiftavona (11}
Dominguez Cerrosiltina B (30} Hojas [29]
(1975)
Meyer Zapotina (4) Rafz [303
(1985) 5, 6. 2'-Trimetoxiflavona (18)
5,6,2, 3%, 4, 0-Hexametoxiflavona (31}
Seselina (32)
O-Geranilostenol (33)

3. Casimiroa pringlei

La Casimiroa pringlei es una especie basada en la muestra que colecto Pringlet
en las montafias de San José, S.L.P. con el nimero 3220, el 1] de junio y el 22 de julio de
1890. La planta fue estudiada por Watson, quien la clasifico en el género Sargentia, haciendo
notar que consideraba muy dudosa su colocacién en ese género, mds tarde, Engler llegé a la

conclusién que correspondfa a Casimiroa 'y no a Sargenna y ka denemind Casumiroa pringlei

£8].

La Casimiroa pringlei es un arbusto de 3-5 m y sus hojas constan de | foliolo;
y se encuentra entre aquellas especies del género que son silvestres. Hasta el momento no se

encuentra reportado ningin trabajo en el que se haya estudiado esta especie; asi como

tampoco existe informacidn més amplia respecto a esta.

18
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CH,0
(28) Skimmianina (29) Cerrosillina
OCH,

OCH,
O

OCH,4

CH;0
ocH, ©
{30) Cerrosillina B (31) 5, 6,2, 3, 4, 6-Hexametoxiflavona

0
O 0 F S 0O 0O O
W CHZ/Y

(32) Seselina (33) O-Geranilostenol
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C. GENERALIDADES SOBRE CUMARINAS

El término cumnarina es aplicado colectivamente a un grupo de compuestos gue
poseen como niicieo el de la 2H-1-benzopiran-2-ona. Actualmente el ndmero total de
cumarinas reportadas de fuentes naturales excede las 600, La mayor parte de las cumarinas
probablemente se derivan del dcido cis - cindmico, pero pueden generarse también de una
mezela de dcido cindmico/acetato {4-fenilcumarinas) ¢ totalmente del acetato (4-n-

propilcumarinas).

Como ejemplo de las cumarinas simples que son derivadas del 4cido cindmico
se encuentran: la cumarina (I), umbeliferona (I} y herniarma (ver estructuras en las Tablas 3
y 4) son conocidas porque se presentan en muchas familias de plantas. Por otro lado, las
curnarinas que experimentan la elaboracion de la estructura base por la adicidn de unidades de
(-5 originados del 4cido mevaldnico han sido encontradas en algunas familias [33].

Las cumarinas han sido encontradas en 178 especies de Rutaceae
pertenecientes a 50 géneros, lo que significa que dnicamente el 11% de las familas y el 33%
de los géneros han sido estudiadas.

La familia Rutaceae estd dividida en siete subfamilias, como se muestra en la
Tabla 1, de las cuales dnicamente en cuatro de ellas se encuentra el mayor niimero de
comarinas : Aurantioideae, Flindersioideae, Rutoideae y Toddalioideae; y en esta dltima se
encuentra localizado ¢l género Casimiroa [5].

Una amplia escala de efectos t6xicos en animales ha sido atribuida a las
cumarinas incluyendo actividad antibacterial, vasodilatadora y efectos diuréticos, propiedades
anticoagulantes, hepatotoxicidad y estimulacién respiratoria. Las furanocumarinas son activas
contra muchos hongos y por eilo es posible que puedan ser empleadas por espectes de Citrus
para combatir enfermedades de plantas causadas por hongos. En bajas concentraciones, las

cumarinas simples estimulan el crecimiento de las plantas [5].
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Tabla 1. Clasificacion de 1a familia Rutaceae y los géneros que contienen curnarinas.

Toddalioideae Toddalieae Amyris
Casimiroa
Halfordia
Helietta
Hortia
Prelea
Skimmia
Taddalia
Aurantioideae
Rutoideae
Flindersioideae
Spathelioideac
Dictyolomatodeae
Rhabdodendroideae

BIOGENESIS DE LAS CUMARINAS RUTACEAS.

Casi 200 cumarinas han sido aisladas de diferentes espcies de Rutaceas.
Todas, con la posible excepcién de lag 2H-nafto-(2,3b)-piran-2-onas, parccen ser derivadas
del dcido amamico y parten de la misma ruta bogenéica observada en otras familias gue
producen éstas sustancias.

Como se puede ver en ¢l Esquema 1, el dcido rans- cindmico formado de Ja
desaminacidn de fenialanina la cual estd mediada por una enzima, experimenta una oxadacidn
orto, glucosidacion ¢ isomerizacion para el correspondiente 4cido ciy . Estos procesos pueden
incluir ambas enzimas catalizadoras y ademas fendmenos fotoquimicos. Con la excepeion de
Ia cusmarina y sus compuestos relacionados (ver Tabla 3), todas las cumarinas de la Rutaceae
estin oxigenadas en el C-7 indicando que Jos dcidos trans y cis p- cumdricos son los
precursores usuales {33}

El mayor rasgo distintivo en la diversificacion de las cumaiinas simples en Ia

Rutaceae y la Umbeliferae es 1a extensa incorporacion de unidades prenilto. El mecanismo
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COOH

COOH
/Q/\/ g\/
—_—
R R OGle R=H

Acido trans-cindmico R=H B
Acido trans p-cumérico R=0H

=3

COOH
R OGle

R=0H
R=H

Cumarinas = S
simples %
HO O O 0O o
/f.’mbeliferona Cumarmna
O
He (11}
-O o Q O - O O qQ O O

7-O-Isopreni] 8-C-Isoprenil 6-C-lIsoprem!
cumarinas cumarinas cumarinas

Isquema 1. Origenes de cumarinas simples
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de prenilacién de Ja umbeliferona involucra la formacion de un anién estable que permitira el
ataque electrofflico de un i6n prenilo (C+) al C-6 o al C-8 para dar cumarinas C-preniladas o

bien en el ién fendxido para dar compuestos O-prenilados.

En el caso de las furanocumarinas estdn involucradas la dimetilsuberosina y el
ostenol como precursores de furapocumarinas lineales y angulaves respectivamente. El
intermediario parece ser el epdxido prenil o el diol para el tipo lineal y sus equivalentes C-8-
prenilados para ef tipo angular [33).

Experimentos in vitro muestran que la ciclizacién ocurre espontdneamente
come se observa en el Esquema 2. En donde la epoxidacién de un grupo prenile ocurre hasta
que haya un sustituyente orfo hidroxi jtbre y se plamea al epéxido como el intermediario mas
probable. Una segunda pregunta incontrastable concierne al mecanismo que gobierna 1a
seleccion de la formacion de anillos furano o prrano en las cumarinas. En este contexto, en
las observaciones i vitro se formé el anillo furano bajo condiciones neutras o basicas y al

anillo pirano bajo condiclones Acidas.

DIVERSIDAD ESTRUCTURAL DE CUMARINAS

En las Tablas 3 a 19 se enlistan algunas de las cumarinas que han sido
aisladas Se ha encontrado que alrededor de 200 especies de 60 péneros producen 300
diferentes cumarinas. Estos compuestos varian et complejidad desde simples hasta

sustituidas, asi como furo y piranocemarinas {1].
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(Espontdneo? ¢Enzima controlada?

(R)-Dihidrofuranocumarinas (S)-Dihidropiranocumarina
J = & | =5

o~ 0" o 0 0~ Yo
Furanccumarinas Piranocumarinas

Esquema 2. Formacién de furanocumarinas lineales y piranocumarinas
de cumarina 6-C-isoprenil.
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Tabla 3. Cumarinas simples

5 4
6 X 3
7
O 0
8

1. Cumarina - [33]
2. Ekersenina 4-OMe, 5-Me [34, 35]
3. Siderina 4, 7-diOMe, 5-Me 136]
0.
O
R

4.-

=H (1]

5. - R=0OMe [1]
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Tabla 4, Cumarinas simples 7-Oxigenadas

B

1. Umbeliferona 7-0H 133}

2. Herniarina 7-OMe [33]
3. Aurapteno 7-OGer (a) [33]
4. Marmina 7-0OGer (b) [33]
5. Geiparvarina 7-0OGer (c) {331
6. Umbelliprenina 7-OF1n 331
7. Skimmina 7-0OGlu [33]

Ger (a): CH,CH=C{CH,)CH,CH,CH=C(CH,),
Ger(b).CH,CH=C(CH,)CH,CH,CH(OH)C(OH)CH;),
Ger(c): CH,CH=C(CH;)C=CHCOC(CH,),

0

Frn' CH,CH=C(CH3)CHCH,CH=C(CH3)CH,CH,,CH=C{CHy).
Glu: p-D-glucesa
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Tabla 5. Cumarinas simples 6-substituidas 7-Oxigenadas

BNty

1. Crenulatina 6-CHO, 7-OMe [33,37]

2. Temndina 6-Bufa), 7-OMe [1]

3. Suberenona 6-Bu(b), 7-OMe {33]

4. Suberosina 6-Pre(a), 7-OMe [33, 38]
5.Suberenol 6-Pre(b), 7-OMe [33]

6. Geljerina 6-Pie(c), 7-OMe {33]

7. Ulopterol 6-Pre(d), 7-OMe [33]

8. Tamarina 0-Pre(e), 7-OMe [39, 40]
9 Micromelina 6-Pre(f), 7-OMe ) {33, 37,41}
10.Ostrutina 6-Ger(a), 7-OH [33]

[ 1. Naftoherniarina [1]

0 ‘ OMe
S
MeO O‘

o
Bu (a) COCH,CH,CH, Pre (e): CH,CH(OH)C=(CH,)CH,
Bu {b): CH=CHCOCH, Pre (f):
Pre (a) CH,CH=CH{CH,), O

Pre (b): CH=CHC({CH)(CH,),

Pre (c): COCH,CH(CH,),

Pre (d}: CHyCH(OH)C{OMe)(CH;), O
Get (a)' CH,CH=C(CH,)CH,CH,CH=C(CH,),
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Tabla 6. Cumarinas simples 8-substitufdas 7-Oxigenadas

EOIMDTEe b

mb pstitayents
1. Ostenol T-OH, 8-Pre(a)

2. Osthol 7-OMe, 8-Pre(a)

3. Ramosina T-OPre(a), 8-Pre(a)
4. Auraptenol 7-OMe, 8-Pre(e)

5. Versicolina 7-OMe, 8-Ger(a)

Tabla 6a. Cumarinas simples 5, 7-Dioxigenadas

1. - 5-OH, 7-OMe 1]

2. Limetina (citropteno) 5, 7-diOMe (331
3. - 5-QPre(a), 7-OMe f33]
4, - 5-0Ger(a), 7-OMe [33]

Tabla 7. Cumarinas simples 6-substituidas 3, 7-Dioxigenadas

1. Teddaculina 5, 7-di0OMe, 6-Pre(a) 331

2. Toddalolactona 5, 7-diOMe, 6-Pre(g) [33,42]
3. Toddanol 5, 7-diOMe, 6-Pre(e} [42, 43)
4 Toddanona 5, 7-diOMe, 6-Pre{h) {42, 431

Pre (g} CH,CHOHIC{OHICH),
Pie (h) CH,COCH (CHy)y
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Tabla 8. Cumarinas simples 8-substituidas 5, 7-Dioxigenadas

5 4
] =2 3
7
O O
8

1. Cumurayina 5, 1-diOMe, 3-Pre(a) [33]

2. Omfamurina 5, 7-diOMe, 8-Pre(e) [44]
3. Mexoticina 5, 7-diOMe, 8-Pre(g} [44]

Tabla 9. Cumarinas simples 6, 7-Dioxigenadas

1. Aesculetina 6, 7-diOH [33)

2. Isoescopoletina 6-0H, 7-OMe [33, 45]
3. Preniletina 6-OH, 7-OPre(a) iy

4. Escopoletina 6-OMe, 7-OH {33, 41, 46]
5. Escoparon 6, 7-diOMe [33, 47, 48]
0. - 6-OMe, 7-OPre(a) [1]

7. Escopolina 6-OMe, 7-0Glu {331

8. - 6-OMe, 7-0Ger(a) 33}

Tabla 10. Cumarinas simples 8-substituidas 6, 7-Dhoxigenadas

9 e

~ Sibiitent e
1. Cedrclopsina 6-OMe, 7-OH, 8-Pre{a) (g
2. Braileanina 6-OMe, 7-OPre(a), 8-Pre(a) [

3. Cneoruim cumarina B 6-OMe, 7-OH, 8-Pre(e) [1}
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Tabla 11. Cumarinas simples 6, 7, 8-Trioxigenadas

1. - 6, 7, 8-triOMe {33}

2. Capensina 6-OMe, 7-QPre(a), 8-0H {491
3. Pubernlina 6, 8-diOMe, 7-OPre(a) [33]
4. Obtusifol [33]

MeQ =

O O O
O
HO
5. Obtusina (1]
MeO =
O O 0
O
6. Propacina
MeO -~ MeOr e
&) O O 0 0
O
Me H
OMe
OH
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Tabla 12. Furccumarinas angulares

I. Angelicina II [511

2 Isobergapteno IT; 5-0Me 333

3. Esfondina II. 6-OMe - [33]

4. Pimpinelina IL. 5,6-diOMe 33}

3. Nieshutina I: 6-OMe, 2', 3", 3'-triMe (1

6. Nieshutol I: 5-OMe, 6-04, 2', 3", 3- [i]
triMe

Tabla 13. Furocumarinas lineales

3 ¥
" 2-( = m 24 \

& o~ o o 0" Yo

!

T 33)

1. (+)-Marmesina I: 2'-Ip(a}

2. Isoangenomilina L 2'-Ip(b) (1
3. (-)-Marmesinina I: 2"-Ip(d) [33, 52]
4. Psoraleno I [33, 51]

Ip (a) C(OH)CH3);
Ip (b). € ={CH)CH,
Ip (d) . C (OGIu}CHa),
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Tabla 14. Furocumarinas 8-Preniladas

1: 2-Ip(a), 8-Prefa)

1. -

2. Swietenocumarina A Ii: 8-Pre{a) [1]
3, Swietenocumarina E 1I: 8-Pre{g) [1]
4. Swietenocumarina H 11: 8-Pre(b) 53]

Tabla 15. Furccumartnas 5-Oxigenadas

. Hortinona

ti]

1 I: 2-Ip(b), 5-OMe

2. - il: 2-Ip(a), 5-OMe 33]

3. Bergaptol 1L: 5-OH 33}

4. Bergapteno {: 5-OMe [33, 54, 55, 56]
5. Isoumperatorina I1. 5-Pre(a) [33, 57}

6 Prangol I1. 5-OPre(g) [33]

7. Bergamotina II: 5-0Ger(a) [33]

8. - 11: 5-0Ger(b) {33, 58]

Tabla 16. Furocumarinas 8-Oxigenadas

. Rutaretina

. Bter metil rutaretina
. Isorutarina
Rutarma
Arnocumatina
Xanthotoxol
Xanthotoxina

. Imperatorna

W oo o o A W b [

. Heraclenol

10 8-Geraniloxipsoraleno

I: 2-Ip(a), 8-OH
L 2"-Ip(a), 8-OMe
I 2-Ip(d), 8-OH
I: 2"-Ip(a), 8-OGlu
I. 2-Ip(b), 8-OMe
11: 8-OH

1. 8-OMe

1i; 8-OPre(a)

11 8-OPre{g)

II: 8-OGet(a)

{33]

[59]

£33]

[33]

{11

{33, 38, 60)

[33}

[33, 46, 47, 56, 62]

[33, 46)
[33]
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Tabla 17. Furocumarinas 3, 8-Dioxigenadas

NEC

1. II; 5-OMe, 8-OH [33, 38]
2. Isopimpinelina IT: 5, 8-diOMe [33, 47, 56]
3. Felopterma II- 5-OMe, 8-OPre(a) [33, 47]

Tahla 18. Piranocumarinas angulares

ey

1. Aloxantoxitetina 1 [33)
2. Dupetalina I: 8-Pre(a) [33]

3. Clavsenidina [33]
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4. Isovalerato de lomatina 1]
=3
8] O O
5. Seselina Il [33, 46]
6. Norbrailina 1 6-OH 33}
7. Brailina 1I: 6-OMe [33]

Tabla 19. Piranccurnarinas lineales

1. (-}-Decursinal I 3-OH [33]
2. Xantiletina H {331
3 Clausenina I: 5-OH, 4', 40 {331
4 Xantoxtletina 1I: 5-OMe (33]
5 Arnotianina I: §-OMe, 3'-OH 33]
6. Luvangetina 11: 8-OMe [33]

7 Racenosing 11: 5, 8-diOMe [62]
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D. GENERALIDADES DE FLAVONOIDES

Se estima que atrededor del 2% de tedo el carbén fotosintetizado por plantas
es convertido a flavonoides o a compuestos estrechamente relacionados. Los flavonoides
constituyen uno de los grupos més grandes de la naturaleza que presentan fenoles. Son
virtualmente ubicuos en plantas verdes y son comiiamente encontrados en cualquier trabajo
que involucre extractos de plantas, Por esta razén s muy importante que los quimicos,
bioquimicos y bidlogos sepan c6mo reconocer, mslar e identificar estos productos naturales

en todas sus diferentes formas [63].

Se conocen unos 200 Mavonoides naturales que se encuentran distribuidos
entre las plantas, tanto libres como en forma de gheésidos, estos dltimos son los que
contribuyen a darle color a las floves, frutos y hojas Las agliconas (flavonoides sin azicares)
son las que frecuentemente se encuentran en los tejidos lefiosos [64]. Los flavonoides son
constituyentes caracteristicos de plantas verdes con excepeién de las algas. Se encuentran en

todas las partes de la planta, incluyendo hojas, rafces, néctar, polen, flores, bayas y semillas.

Los flavonoides son sintetizados por numerosos grupos de plantas y con la
excepcién de algunas flavonas localizadas en las alas de mariposa, probablemente por

ingestitn, puede decirse gue no se encuentran en animales [63].

ESTRUCTURA GENERAL

En las plantas, tas agliconas se presentan en una gran variedad de formas
estructurales. Todas contienen quince dtomos de carbono en su nicleo bdsico (Cg-C3-Cq),
que son dos anillos aromdticos comiinmente unidos por una umdad formada por tres
carbonos que pueden o no formar un tercer anillo? (1) [63]

3 Par convencidn Jos amllos son llamados A, B y C y los dtomos de carbono individuales son reteridos a
través <e un sistema numérico que vtiliza némeros ordinarios paa los antlos A y C y ndnzeres primaos para el
anillo B
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(1)

BIOSINTESIS DE FLAVONOIDES

Las variantes de los flavonoides estdn todas relacionadas por una ruta
hiosintélica comiin que incorpora precursores de las rutas del "Acido shikimico” y
"Acetato/malonato”, el primer flavonoide existente es producido siguiendo las dos ratas,
como se ve en e} Bsquema | en donde el flavonoide incialmente formado en la biosintesis estd
Jisto ahora para ser una chalcona y todas las otras formas son derivadas de ésta por una
variedad de rutas. Distintas modificaciones del flavonoide pueden ocurrix en varios estadios
resultando en una hidroxilacién; metilacién de grupos hidroxilo ¢ del nicleo flavonoide;
isoprenilacién de grupos hidroxile o del niicleo flavonorde; metilacién de grupos orto
-hidroxile; dimernizacién (para producir biflavonoides); formacién de bisulfato y glucosilacion
de grupos hidroxilo (para producir flavonoide O-gheésidados) o de los nicleos flavonoides
(para producir flavonoides C-glicosidados) [63].

FLAVONOIDES O-GLICOSIDOS

Los flavonoides se prescntan cominmente como flavonoides O-glicésidados
en los que uno o mds de los grupos hidroxios flavonoides estdn ligados a un azicar o
azdcates por un enlace hemacetalico El efecto de 1a glicosidaci6n es hacer al flavoroide
menos reactivo y mas soluble en agua, esta dltima propiedad permite el almacenamiento de
los flavonoides en Ja vacuola de fas células (donde son comdnmente encontrados). Aungue
los grupos hidroxito en algunas posiciones en los flavonordes pueden ser glicosidados tos

tudroxitos en certos silios tenen mucha mas alta probabilidad de serlo que otros, ejemplo de

36



Flavonoides y Furanocumarinas aisladas de Casimiroa pringlei. 37

ACIDO SHIKIMICO
FENILALANINA

OH
CoA
-CUMARIL-CoA

|
p
Q
ALCQHOL.
CINAMILICO LIGNINA

3CH,-CO - SCoA
ACETIL-CoA

3HOOC-CH3-CO - SCoA
MALONIL-CoA

@/ OH
(e B
OH I OH

CHALCONA (-)-FLAYANONA

™ DIHIDROCHALCONA

OH

OH O O

on FLAVONA
1SOFLAVONA
OH H 8]
CH OH
(+)-DIHIDROFLAVANOL o
oH OH
AURONA

OH
o 0 S
OH O '
H
u 3 l OH g O oH
HO o OH O

+
HO
O O O, FLAVONOL
P
on OH
H OH
(+)-CATEQUINA ANTOCIANIDINA

Esquema 1, Interrelacién biosintética entre los diferentes tipos de flavonoides.
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ello es el 7-hidroxilo en flavonas, isoflavonas y dihidroflavonas, el 3- (y 7-) hidroxilo en
flavonoles y dihidroflavonoles y el 3-(y 5-) hidroxilo en antocianidinas. La glucosa® es el
aziicar més coménmente invelucrado en la glicosidacidn [63].

FLAVONOIDES C-GLICOSIDOS

Los azicares pueden también estar ligados a carbones del nidcleo flavonoide,
en este caso, ellos estdn unidos directamente al nicleo del benceno por un enlace carbono-
carbono, que no se hidroliza en medio 4cido. Hasta la fecha, los aziicares ligados al carbono
han sido encontrados sélo en las posiciones 6 y 8 en el niicleo del flavonoides [63].

SULFATOS FLAVONOIDES

Otro grupo de flavonoides solubles en agua son los suifatos de flavonoides® .
Dichos compuestos contienen uno o mds residuos de sulfato unidos a un oxidrilo fendlico o a

un azicar.

BIFLAVONOQIDES

Como su nembre lo indica, los biflavonoides son dimeros de flavonoides. Los
flavonoides comtinmente involucrados son flavonas y flavanonas. Los flavonoides
monémeros presentes en cada biflavonoide pueden ser del mismo tipo o diferente y las
posiciones de la ligadura entre ellos varia ampliamente. Muchas propiedades fisicas y
guimicas de biflavonoides son semejantes a las de sus componentes monoflavonoides (como
los espectros de U.V-visible, pruebas de color, etc.) y como consecuencia, los

biflavonoides” pueden algunas veces ser dificiles de reconocer.

4 Aunque Ia galactosa, 1hamnosa, xylesa y arabinosa son comines. Otros azicares son la allosa, manosa,
fructosa, aprosa y los dcidos glicordnico y galacindnice Los disacdridos también se encuentran en asociacién
con flavonoudes [63]

SLa preporcién de aziécaies involucrados es aparentemente mas pequedio que los O-gledsidos ¢ incluye a in
glucosa mas cominmente [63)

61a presencia de estos compuestos parece estar restringsdo a las Angiospermas, especialmente Yas de hibitat
acudneo [63).

7 Los biflavonoides 1aramente s¢ hallan presentes como glicdsidos y existen de manera predominante en tas
simnospermas [63] .
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FLAVONOIDES DE LA FAMILIA RUTACEAE

El género Ruta, (Rutaceae ) tiene especial significado por tener al més comiin
de 1odos los flavonoides, gue es la rutina. La rutina {guercetina 3-rutinésido) fué
primeramente aislado en condiciones cristalinas de Ruta graveolens en 1842 por Weiss. La
rutina estd considerada por algunos investigadores como benefica para los humanos y es
usada en paises europeos en el tratamuento de fragilidad capilar, también se ha encontrado
dicho flavonoide en Fagopyrum esculentum, asi como en los géneros” Cnerum,

Neochamaelea, Melia y Suniana. [1).

Dos flavonoides distintivos gue también son caracteristicos de la Rutaceae 'y
que raramente son encontrados en otra familia son: la flavona meloxilada exoticina® y la

flavanona glicosilada naringina.

A patir de la familia Rutaceae se han aislado una gran variedad de
flavonoides altamente sustituidos; ademds de alcaloides, cumarinas y aceites esenciales.
Desafortunadamente, los flavonotdes han sido estudiados en pocos géneros, estos pertenecen
a sblo cuatro de las siete sub-familias: Melicope y Xanthoxylum (Rutoideae), Flindersia
(Flindersioideae), Casinuroa y Phellodendron (Toddalioideae) y Citrus (Aurantioideae).
Los flavonodes en todos los géneros estudiados, se han caraterizado por un alto grado de
metilacién, por una sustitucién adicronal en las posiciones 6, 8 6 2, por la presencia de

grupos mettlendioxi y por cadenas isoprenilicas {65].

FLAVONOIDES DEL GENERO CITRUS

Las frutas citricas son particulaimente ricas en flavonas y flavanonas Las
flavonas presenics se ubican dentro de tres clases: (a) Derivados completamente metilados,
(b) Flavonoles parcialmente metilados como el limogitrol (2) e isolimocitrol (3) y {¢) flavonas

comtines como la apigenina, luteolina, diosmetina y crisoeriol

Una notable faceta de cstos flavonoides es la co-ocurrencia de pares de
compuestos 1voméricos, como el limocitrol y el 1solimocitrol, en ¢l que los sustituyentes

metilo estdn atternados y el grupo idroxilo se encuentra en las posiciones 3’y 4.

8 La exotcina (3.5, 6. 7, 8. 3. 4. -cctametoxiflavona) es la flavona més sustituida que s conace y lue
mislada de las hojas de M raya evotica {1
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Asf también se han aislado flavonoides metilados como la nobiletina y la
tangeretina ( ver Tabla 1).

Tabla 1. Flavonas parcial y completamente metiladas que han sido caracterizadas en el
género Citrus. 1, 66].

Flavonas completamente metiladas

5,7, 4-OMe (trimetil éter de la apigenina); 5, 6, 7, 4-OMe; 5, 7, 8, 4-OMe; 5, 6, 7, 8,
4'.OMe (Tangeretina); 5, 6, 7, 3', 4'-OMe {(Sinensetina); 5, 7, 8, 3, 4-OMe
{Isosinensetina); 3, 6, 7, 8, 4-OMe (Auranetina); 5, 6, 7, 8, 3', 4-OMe (Nobiletina); 3, 5,
6,7, 3, 4-OMe; 3, 5, 7, 8, 3'4-OMe; 3, 5, 6, 7, 8, 3, 4-OMe, 6, 2', 6-OMe
(Zapotinina), 5, 6, 2, 6-OMe (Zapotina), 5, 6, 3', 5'-OMe (Cerrosillina), 5, 7, 3, 4'-
OMe, 5, 6, 3°, 4", 5-OMe (Cerrosillina B)

Flavonas parcialmente metiladas

5,7, 4-OH-6-OMe (Hispidulina), 3, 4'-CH-7. 8-OMe; 5-QH-7, 8, 4'-OMe; 5, 7, 4-QH-
6, 8-OMe,; 5, 4-OH-6, 7, 8-OMe (Xantomicrol); 5, 7, 4-OH-6, 3-OMe (Jaceosidina); 5-
OH-6, 7, 8, 4-OMe (Gardenina B); 5-OH-6, 7, 3', 4-OMe, 5-OH-7, 8, 3', 4-OMe; 5, 6,
7, 8-OH-3', 4-OMe; 3, 5, 7, 4'-OH-8, 3'-OMe (Limocitrina); 5, 7, 4'-0H-6, 8, 3'-OMe
{Sudaguitina), 5, 4-0OH-6, 7, 8, 3'-OMe; 5, 8-0H-3, 7, 3, 4-OMe; 5-0H-6, 7, 8, 3, 4'-
OMe (5-desmetilnobiletina); 4'-OH-3, 6, 7, 8, 3'-OMe; 5-OH-3, 6, 7, 8, 4-OMe; 3, 5, 7.
4'-0H-6, 8, 3'-OMe (Limocitrol}; 3, 5, 7, 3-OH-6, 8, 4-OMe (Isolimocitrol); 5-OH-3, 6,
7,8, 3, 4-OMe; 3-OH-5, 6, 7, 8, 3', 4-OMe (Natsudaidaina)
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(2) Limocitrol (3) Isolimocitrel
QCH4
0\
O
¢ i
© OCH3
O
CH30O
(4) Ternatina (5) Mehternatina

(6 Tambuletina
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OTROS FLAVONOIDES

Los flavonoides encontrados en otras sub-familias de la Rutaceae y en
distintas circunstancias caen dentro de tres categorias: derivados de quercetagetina, 2'-

hidroxifiavonas y flavcnoides sustituidos con isoprenoides

1. Derivados de Quercetagetina:

Una notable mezcla de cuatro flavonoles altamente metilados o metilendioxi,
han sido encontrados por Briggs y Locker (1950) en la corteza de Melicope simplex y M.,
ternata. La mas simple es ternatina (4), 1a més compleja es la meliternatina (5) que es denivada
de la quercetagetina.

Derivados de la herbacetina son encontrados en otros miembros de fa familia
Rutaceae. La 8-metil éter, tambuletina (6), presente en la semilla de Xanthoxylum
acantopodium y la 3, 7, 8, 4-tetrametil éter, findulatina (7), en las hojas de Flindersia
macuwlosa. La flindulatina estd posiblemente acompaiiada por 1a 7, 8, 4'-trimeti] éter en esta
planta.

2. Hidroxiflavonas

Una serie de flavonas 2'-metiladas estdn aparentermente presentes en la raiz de
Casimiroa edulis, en ellas se incluyen a la 5, 6, 2'-trimetoxiflavona (8), 5, 6, 2', 6'-
tetrametoxiflavona {zapetina) y 5-hidroxi-6, 7, 2-trimetoxiflavona (zapotinina); también estd

presente la 3, 6-dimetoxiflavona ( ver Tabla 2 ).

3. Flavonoides isoprenoides sustituidos

Varias sustancias de cste tipo han sido descritas Las flavanonas (9 y 10)
fucron cncontradas en la corteza de Melicope sarcococca por Gessman (1958) vy
pasteriormente por Brune y Geissman (1965), mientras que la amurensina (1 1) fue aislada de
Phellodendron amurensis por Hasegawa y Shirato (1933) [65].
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Tabia 2. 7-Deoxiflavonas de Carimiroa y Sargentia

C. edulis {corteza)

3. greggii (fruto, tallo, hojas)

5, 6, 2'-Trimetoxi C. edulis (céscara del fruto)
5, 6, 3-Trimetoxi C. edulis (semilla)
3-Hidroxi-6, 2, 6'-trimetoxi C. edulis (fruto, corteza)

5, 6, 2", 6'-Tetrametoxi (zapotina) C. edulis (fruto, corteza)
3,6, 3, 5-Tetrametoxi (cerrostllina} C edubrs (semilla)

8. greggir (fruto, tallo, hojas)

5, 6,3, 4, 5-Pentametoxi S. greggii (hojas)

O

CH;0

Zapotina Cerrosillina
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La flora de la Repiblica Mexicana es una de las mds ricas y variadas de la
Tierra. En su territorio se han establecido diversos tipos de vegetacién caracterizados por la
presencia de numerosas especies de drboles y arbustos, los cuales constituyen un recinso
natural renovable. Un ejemplo de eflo son las plantas medicinales que han sido ampliamente

uttlizadas por el ser humano desde tiempos antiguos hasta ka actuajidad.

Actualmente se conoce poco acerca de los constituyentes quimicos del género
Casimroa, ya que existen s6lo algunas investigaciones relacionadas con este género. Los
estudios realizados hasta €l momento han sido enfocados al aislamiento, identificacion y
elucidacién de los metabohitos secundarios que poseen las diferentes especies que conforman

este género; asi como a la sintesis de algunos de sus constituyentes quimicos.

La especie mas estudiada es la C. edulis, mejor conocida como zapote blanco,
el cual se ha utlizado en la medicina tradicional como sedante e hipotensivo. Asi misme, se

han informado trabajos en cuanto al estudio quimico de Casimiroa greggii.

Por lo tanto, el presente trabajo va encaminado a realizar el estudio fitoquimico
del extracto aceténico de Casimiroa pringlei, recolectada en ¢l estado de San Luis Potosi, con
el propésito de mslar, purificar ¢ identificar sus metabolitos secundarios mayoritarios, como

una aportacién al estudio del género Casimiroa.
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V. OBJETIVOS

GENERAL

Realizar el estudio fitoquimico del extracto aceténico de las partes aéreas de
Casinirea pringlei, con el propésito de aislar, purificar e 1dentficar sus metabolitos

secundarios mayorutarios {flavonoides y furanocumarinas).

PARTICULARES:

A Colectar el materiai vegetal de Casimiroa pringlei en el estado de S.LLP.

B Obicner los extractos crudos a través de una extraccién sélido-liquido empleando

disotventes de diferente polaridad.

C Auslar y purificar los metabolitos secundarios mayoritarios presentes en el extracto
acetémeo de Casimiroa pringlei, empleando diferentes técnicas convencionales de separacion

y purificacion

D. Identificar los metabolitos secundarios msiados del extacto aceténico a través de técnicas

espectrométricas y espectroscopicas, asi como de sus propiedades fisicas



“
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V. HIPOTESIS

La Casmmiroa edufis es un vegetal muy utilizado en la medicma tradicional por
sus propiedades sedantes ¢ hipotensoras, las cuales son atnbuidas a los metabolitos
secundarios que posee. Por lo que es posible que en la Casimiroa pringlei puedan exisur
componentes quinucos semejantes a Jos que se han aislado con anterioridad en especies del

mysmo género

Entonces, empleando las técnicas convencionales de laboratorio de guimica
orginica se podrdn aislar los diferentes metabohtos secundarios mayoritarios principalmente
flavosoides y furanocumarinas del extracto aceténico de las partes aéreas de Casimiroa
pringler y se podran caracterizar por las 1écnicas espectroscopicas y espectroméiricas para su
comparacion con aquellos que han sido descritos previamente en la literatura, o en su caso,

proponer la estructura quitnica de los metabolitos no registrados.
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VI PARTE EXPERIMENTAL
A} MATERIAL, EQUIPO Y REACTIVOS

MATERIAL VEGETAL :
C. pringlei recolectada en S.L.P.

Molino

Soporte universal

Pinzas de tres dedos

Perillas

Pinzas de diseccién

Espitulas de diferentes tamafios

Tijeras

Embudos de plistico de diferentes tamafios
Papel filtro, Whatman #1

CRISTALERIA;

Columnas de vidnio de diferentes tamafios

Embudos de vidrio de diferentes tamafios

Vasos de precipitados , marca PYREX , de 50, 100, 250, 500 y 1000 ml
Matraces erlenmeyer, marca PYREX, de 10, 25, 50, 125, 500 y 1000 ml
Matraces baldn, marca PYREX, de 50, 100, 250, 500 y 1000 ml
Embudo Hirch de porcelana

Cémaras de vidrio para elucién de cromatofolios v cromatoplacas
Probetas de vidrio, marca PYREX, de 10, 100 y 250 ml

Pipetas Pasteur

Matraces Kitazato, marca PYREX, de 25, 50, 125, 500 y 1000 ml
Pipetas graduadas de 10 ]

Frascos viales de diferentes 1amafios

MATERIAL ESPECIAL :

Cromatofolios de diferentes tamafios, Alugram Sil G/UV 254 para TLC
Cromatoplacas de silica gel 60 F254, para cromatografia en capa fina, 5 x 10 cm,
espesor 0.25 mm, (Merck)



Flavonoides v Furanocumarinas aisladas de Cosimirea pringlei.

EQUIPO:

Rotavapor Yamato RES0

Rotavapor BUCHI # 15531

Recirculador de agua , Fisher Scientfic, modelo 9003

Parrlia de agstacién, Magnestir, Curtin Matheson Scientific Ine
Parritla de calentamiento, OSYMA, modelo RS-10

Fisher-Johns, Fisher Scientific, serie 591, 115 volts, 50-60 ciclos
Balanza anatitica Mettler AG 104

Balanza sermanalitica Mettler PE 3600

Lampara de UV Spectroline, Modelo CX-20, A=365 y 254 om
Espectrafotémetro de [nfrarvojo, FTIR Nicolet Magna 750
Espectrémetio de Masas, JEOL JMS-AX505 HA
Especuofotémetro de RMN, VARIAN GEMINI -200 y VARIAN UNITY 300
Espectrofotémetro de Ultravioleta, CHIMADZU U160

DISOLVENTES:

Hexano, grado técnico

Acetona, grado técnico

Acetato de etilo, grado técnico

Metanol, grado reactivo, (Baker)

Cloroformo, grado analitico, (Técnica Quimica)

REACTIVOS:

Celite, (CELITE Co)

Silica gel, Kieselgel 60 G, para TLC (Merck)
Sulfato cénco, {Merck)

Carbdn vegelal activado, (Sigma}

Acido Sulftiico, grado reactivo, {Baker)
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B) RECOLECCION DEL MATERIAL VEGETAL:

La planta se recolecté en el estado de San Luis Potosi a 6.3 millas del
entrongue de la carretera central hacia Matchuala rumbo a Cerritos {(Pueblo Villar). Fue
clasificada en el Instituto de Biologfa de la UNAM. Una muestra de esta especie se encuentra
en el Herbario de 1a UNAM bajo la clave CHIANG (1267},

C) EXTRACCION:

La preparacién de los extractos se realizé a través de una extraccidn sélido-
liquido (percolacién} con acetona y metanol por separado a partir de 519.35 g de partes
adreas secas y molidas. Dichos extractos se concentraron a baja presién por medio del

rotavapor, obteniéndose 39.53 g del exiracto aceténico y 87.59 g del metandlico

Con base en la CCF se decidié trabajar el extracto acetnico por ser el més rico

en su composicién quimica al ser comparado con el extracto metanélico.
D) AISLAMIENTO Y PURIFICACION :

El extracto aceténico de las partes aéreas, se fracciond por cromatografia en
columna a vacio empleando como fase estacionana silica gel y como fase mévil mezclas de
hexano-aceiato de etilo de polaridad creciente, obteniéndose fracciones de 1 hitro El
monitoreo en la separacion cromatogrifica se siguié por CCF para una postertor purificacion

a través de diferentes procesos, los cuales se describen a continuacidn.

* Despties de sucesivas cromatografias de las fracciones obtenidas con mezcla
de hexano-acetato de etilo (9:1), se aislaron 4 sustancias cristalinas, las cuales fueron
purificadas por cristatizacién. Obteméndose de la primera 10.]1 mg (0.025%) de un sélido
cristahno color amarillo pdlide de punto de fusidn 50-53 °C9, sustancia que sc idenufico
como 8-geraniloxipsoralenc (I) De la segunda sustancia se aislaron 10.6 mg {0.026%) de
cristales de pf 190-194 °C, que fue identificada como Bergapteno {I1) El tercer componente
ey una sustancia cristalina de color café claro de fa que se aslaron 21 mg (0.053%) ia cual
presentd un pf. 239-242 °C y fue soluble en DMSO; esta sustancia se identificd como
Xanthotoxol (II}). Finalmente, se atslé un séhido cristalino amarillo de pf. 91-95 °C que fue

identificado como Felopierina (V) de la cual se obtuvieton 71 mg (0 18%)

9 Lon puntos de tusién no tucton corregsdos,
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* De las fracciones obtenidas con mezcla de hexano-acetato de etilo (4:2 y 2:1)
se aislaron 3 sustancias cristalinas, las cuales fueron purificadas por cristalizacidn e
identificadas por sus datos espectroscépicos y espectrométricos; asi como, por comparacion
con lo previamente informado en la literatura. De la primera sustancia se aislaron 110.1 mg
(0.28%) de cristales blancos de pf. 94-96 °C, esta sustancia fue identificada como 8-{(4-
acetoxi-3-metil-bunl)oxilpsoraleno (VI). La segunda sustancia fue identificada como 5, 6-
dimetoxiflavona (VII) {150 mg, 0.38%] de pf. 197-200°C. La tercera sustancia aislada de
estas fracciones presenta pf. de 122-125 °C, de dicha sustancia se aislaron 125.2 mg (0.31%)
y fue identificada como 5, 6, 3'-trimetoxiflavona (IX).

* Se aislaron 2 sustancias a partir de las fracciones obtenidas con mezcla de
hexano-acetato de etilo (2:1), las cuales fueron purificadas a través de sucesivas
cromatografias y posterior cristalizacién. Estas sustancias se identificaron por sus datos
espectroscdpicos y espectrométricos, los cuales se compararon con los datos descritos en la
literatura. De la primera sustancia se aislaron 9.6 mg (0.024 %) de cristales con pf 130-133
°C y correspondié a la 3, 6, 3', 5'-tetrametoxiflavona (X). De la segunda sustancia cristalina
se obtuvieron 671 mg (1.7%) de pf. 143-145 °C, la cual fue identificada como 5, 6, 2', 3",
6'-pentametoxiflavona (XIII).

* A partir de las fracciones eluidas con mezcla de hexano-acetato de etilo (1:2)

se aislaron 6 sustancias, las cuales fueron purificadas a través de sucesivas cromatografias y
cristalizaci6n, a excepeidn de la primera sustancia, que corresponde a un aceite, el cual fue
purificade a través de CCEP, obteniéndose 81.2 mg (0 20%). Esta sustancia se identifico
como 8-[(6, 7-Dihidroxi-3, 7-dimetil-2-octenil)oxilpsoraleno (IV). La segunda sustancia
aislada de estas fracciones es una sustancia cristalina con pf. 179-183 °C, de Ia cual se
obtuvieron 143 2 mg ((.36%). Esta sustancia se identificéd como 5, 3', 5'-trimetoxiflavona
(VIIE. De la tercera sustancia se aislaron 17.3 mg {0.043%) de cristates de pf 93-96 °C, los
cuales se identificaron como 3, 6, 3', 4', 3'-pentametoxiflavona (XI). Del cuarto componente
se aislaron 17.5 mg (0.04%) de cristales con pf. 185-195 °C, los cuales se identificaron
como 5, 2', 3, 4, 6"-pentametoxiflavona (X1). De la quinta sustancia se aislaron 52.8 mg
(0.13%)} de cristales con pf. 150-153 °C, la cuat fue identificada como 5, 2, 3, 5, 6-

pentametoxiffavona (X1V). La sexta sustancia aislada tuvo un pf 155-160 °C y se obtuvieron
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13 mg (0.03%) de cristales los cuales se identificaron como 5, 2, 3', 4, 5, 6-

hexametoxiflavona (XV).
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Colecta del material vegetal
enelestadode S. L. P.

'

Clasificaci6n del material vegetal
por el Herbario del Instituto de
Biologia, UNAM,

Y
Secado y molienda de 519.35 g de las
partes aéreas del material vegetal a
temperatura ambiente.

Y

Extraccion sélido-lquido:
MeOH y Acetona por separado

Extracto ]
Metandlico: |
87.59¢

Extracto
Aceténico:
3953 p

Cromatografia en columna con polaridad
creciente : hexano-acetato de etilo

quaridades

Y i i Y Y / Y

9.5:1 o:1 5:1 4:2 ‘ 2:1 ' 1.5:1 1:1 1:2

y

Aplicacién de técnicas de separacién v purificacién
a las diferentes fracciones para aislar los metabolitos
secundarios mayoritarios,

Aplicacion de téenicas espectromélricas y
espectroscopicas, asi como determinacién
de propiedades fisicas para la identificacién

y elucidacién de los metabolitos secundarios.

Figura 1. Diagrama de {lujo seguido er el estudio fitoquinuco del extracio aceldnico de las
partes aéreas de Casimiroa pringlei |
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VII. RESULTADOS

Del estudio fitoquimico del extracto acetdnico reahizado a Casimiroa pringle: ,
se aslaron, caracterizaron e identificaron las sustancias gue presentan como esqueleto base el
de una cumnarina y el de una flavona, algunos datos se enlistan en las Tablas 1 y 2.

Tabla 1. Cumarinas aisladas del extracto aceténico de Casintiroa pringlei,

8-geraniloxipsoraleno (f) Cq1Ho204 338 10.1, 0.025 50-53
Bergapteno (II) Ci12Hg04 216 10.6, 0.026 { 190-194
Xanthotoxol (I} Ci1HgO4 202 21, 0.053 239-242

8-{¢6. 7-Dihudroxi--3, 7-dumetil.2- Cr1H7104 37 81.2, 0.20 -k

octenil)oxi)psoraleno (1Y)

Felapterina (V) C7H,4054 300 71.0, 018 91-95
8-1¢4-acctoxi-3-meul-bu Doxidpsoraleno | CrgH 606 328 110.1, 0.28 94-96
Vi)

“Es un aceite
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Tabla 2. Flavonas aisladas del extracto acetdnico de Casiniroa pringler,

5, 6-dimetoxiflavona (VII) C)7H1404 282 150, 0.38 197-200

5, 3", 5-trimetoxifiavona (VI CisH 1505 312 143.2, 036 179-183

5, 6, 3-trimetoxiflavona (IX) Ci13H 1605 312 125.2, 0 31 122-125

5, 6, 3', 5-tetrametoxiflavona {X) CigH 1804 342 9.6, 0.024 130-133

5, 6. 3, 4, 5-pentametoxiflavona CogHop0O7 372 17.3, 0.043 93-96

XDy

5,2, ¥, 4, 6-pentametoxitlavona Cz0H2007 372 17.5, 0.04 185-195
(X1

3.6, 2, 3, G-pentametoxiffavona CooH007 312 671, 1.7 143-145
(X1

5,2, %, 5, G-pentametoxiflavona CaogH2007 372 52.8, 0.13 150-153
X1V)

5.2, 3. 4, 5. 6-hexametoxiflavona | CpHy20g 402 13.0, 0.03 155-160

(Xv)
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56

8-geraniloxipsoraleno (1}

OH
/ S
N =
7 I /]jl o O Q OH
0 o” Yo
© 2

Kanthotoxol (I11)

OCH,

Felopterina (V}

Bergapteno (11)

8-[(6, 7-Dihidroxi-3, 7-dimetil-2-octenyl) oxi] psoraleno (IV)

/ =

O o Yo

O
\v/\|/\OCOCH3

8-[(4-acctoxi-3-metil-butiloxi} psoraleno (VI)

OH

Figura 2. Furanocumarinas aisladas del extracto acetdnico de Casmuroa pringles.
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OCH; O

VIl R;=R,=R;=R,=Rs=H : 5, 6 -dimetoxiflavona

IX. R,=0CH,, R=Ry=R;=Rs=H : 5, 6, 3"-trimetoxiflavona

X. Ry=R,=0CH, R;=R;=Rs=H:35,6,3, Stetrametoxiflavona

XI. R;=R;=R;=0CH;, R;=Rs=H: 5, 6, 3', 4, $"-pentametoxiflavona
X1l R;=R,=Rs=0CH,, Ry=R,;=H: 5, 6,2, 3', 6-pentametoxiflavona

3
OCH, O

VI Ry=R,=0CH; R|=R3=Rs=H : 5, ¥, 5-tnmetoxiflavona

X, R=Ry=R4=Rs=0CH;, Ry=H:35,2 3, 4, 6-pentametoxiflavona
XIV. R;=Ry=R,=Rs=0CH,, R,=H:5,2", 3,5, 6-pentametoxifiavona
XV, R=R;=R;=R4=R4=0CH; : 5,2, ¥, 4, ¥, 6-hexametoxiflavona

Figura 3. Flavonas wsladas del extracto acetdnico de Casimroa pringlei
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Propiedades espectroscdpicas y espectrométricas de las furanocumarinas
aisladas de Casimiroa pringlel.

* §-geraniloxipsoraleno :

EM (CI) m/z (%) : 338 (100), 27) (3), 231 (30), 202 (83), 173 (2), 137 (15}, 115 (2).
IR v e CHCl3 (em-1) : 2070, 2918, 2836, 1728, 1624, 1095.

RMN !H : Tabla 3.

+ Bergapteno :
RMN IH : Tabla 3.

o Xanthotoxol :
EM (IE) m/z (%) : 202(100), 174 (67), 146 (12), | 18 (8), 89(2), 69 (13),, 43 (12).
RMN 'H : Tabla 3.

* 8-[(6, '7-Dihidroxi-3, 7-dimetil-2-octenil)oxi]psoraleno.

EM (IE) vz (%) 386 (1), 232 (7), 202 (100), 174 (24), 153 (55), 135 (7), 111 (8), 89 (1),
71 ¢23), 59 (12}

RMN tH : Tabla 3.

. Felopterina :

EM (IE) m/z (%) : 300 (1), 232 (100), 217 (67), 189 (8), 161 (5}, i43 (2), 133 (2), 69 (7).,
57 (3), 41 (9).

RMN 'H : Tabla 3.

+ 8-[(4-aceloxi-3-metil-butil)oxi]psoraleno :

EM (IE) mvz (%) : 328 (2), 202 (85), 127 (100), 1174 (25), 149 (10), 97 (6}, 57 (30), 43
(78), 41 (§2).

RMN 'H : Tabla 3.
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Propiedades espectroscopicas y espectrométricas de las flavonas aisladas de
Casimiroa pringlei.

+ 5, 6-dimetoxiflavona :

EM (IE) m/z (%) : 282 (60), 267 (100), 239 (23), 165 (7). 150 (4), 102 (6).
IR ¥ mix CHCl3 (em-) @ 2941, 2839, 1637, 1573, 1479, 1452, 1284,
RMN 13C : Tabla 4.

RMN 'H : Tabla 5.

+ 5, 3', 5'.trimetoxiflavena :

EM (IE) m/z (%) : 312 (100), 283 (31), 266 (45), 162 (8), 133 (4), 121 (4), 107 (4).
TR v mix CHCl3 (cm!) : 3000, 2941, 2843, 1643, 1606, 1475, 1437, 1265.

RMN 13C : Tabla 4.

RMN !H : Tabla 5.

. 5, 6, 3'-trimetoxiflavona :

EM (IE) m/z (%) : 312 (60), 297 (100), 181 (2), 165 (4}, 137 (10), 132 (5), 102 (3).

IR ¥ max CHCl3 (cm1} : 3030, 2964, 2941, 2839, 1637, 1606, 1575, 1479, 1435, 1284,
RMN 13C : Tabla 4.

RMN 'H : Tabla 5.

+ 5, 6, 3', S'-tetrametoxiflavona :

EM (IE) mvz (%) : 342 (B1), 327 (100), 165 (5), 137 (10), 133 (3), 109 (4), 107 (2).
RMN 13C : Tabla 4.

RMN 'H . Tabla 5.

¢ 5, 6, 3, 4', 5'-pentametoxiflavona :

EM (IE) m/z (%) : 372 (75), 357 (100), 177 (4), 165 (5), 149 (4), 137 (16}, 119 (4), 109
3).

IR ¥ max CHCI3 (cm-1) 3030, 2968, 2941, 2841, 1637, 1606, 1583, 1479, 1463, 1423,
1286

RMN 13C : Tubla 4.

RMN TH Tabla 5.
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+ 5, 2', 3, 4, ¢-pentametoxiflavona :

EM (IE) m/z (%) : 372 (100}, 207 (7), 164 (5), 149 (4), 128 (3), 121 {3), 107 (3).
RMN 13C : Tabla 4.

RMN 'H : Tabla 5.

+ 5, 6, 2', 3, 6'-pentametoxiflavona :

EM (IE) m/z (%) : 372 (77), 357 (100), 327 (25), 299 (7), 283 (3), 152 (3), 177 (1), 165
(1), 137 (8), 135 (4).

RMN 13C Tabla 4.

RMN H , Tabla 5

* 5, 2', 3, 5', 6’-pentametoxiflavona :

EM (IE) m/z (%) : 372 (100}, 208 (6), 179 (5), 171 (7), 149 (4), 107 (2).
RMN 13C : Tabla 4.

RMN 'H ; Tabla 5.

13 5, 2, 3, 4', 5, 6'-hexametoxiflavona :

EM (IE) 2z (%) : 402 (100), 209 (2), 201 (5), 172 (5), 151 (5), 143 (2), 107 (2}.
RMN 13C; Tabla 4.

RMN !H : Tabla 3
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Tabla 3. Datos de RMN 1H (300 MHz) para las furanocumarinas con

sustitucion en C-8 aisladas de Casimiroa pringlei.

6334 96 6.28d 98 6364 9.7
4 174 d 9.6 774 d 9.6 8124 9.8 7.76.d 9.6
5 7335 7.34 - 736 s
2 T.66 d 2.2 T66d;2.1 7624 23 T69d 2.1
3 6.79d 2,2 6718 d 2.1 6994 2.3 681 d 2.1
1" 5004 7.24 ) 50dd 66, ] 485d 7.3 ] 5.08dd 7.2, 1.0
21
2" 5571 66 [5631g 66,{560rh 7.3, 5861 *7.0
1.5 1.2
4" 1984 3.2 a) 2.22 ddd 1.70 d 4,65 s
9.0, 5.1, 3.3 1.1
b)2.10d ¢
13.8, 8.1
5" 1.98d 3.2 al.38 m 1.74 & 1.8l ot 2.4,1.2
b}1.56 m 1.0
6" * 3.24 dd , - -
105 1.5
8" i 545 114 5 . .
g 1.61 & 110 s - -
10 1.67 s 1.67d 1.5
5-OMe - 4.18 5 -
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7"-OH -

0OAc -

2045

Disolvente CDCl3, TMS como referencia

ADeterminado en 200 MHz
«Tnplcte complejo

*Sefial superpuesta no se cistinguoe

#Seiial ancha

Tabla 3.1. Datos de RMN 1H (300 MHz) para furanocumarinas con

{6 ppm, muitipiicidad; J Hz}

sustitucién en C-5 aisladas de Casimiroa pringlei.

3 6.28 4 9.9 6.33d 9.3

4 8.16d 99 7.80d 9.6

5 - 7385

8 7.15 ¢ -

2’ 760d 24 7.694d 2.1

3! T02d 24 6.80d 24
5-OMe 427 5 -
8-0H - 385¢

+ Sedal ancha centrada

(6 ppm, wultiplcdad; J Hz).

aDetermimado en DMSO-dg
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Tabla 4. Datos de RMN 13C (75 MHz) para las flavonas 5, 6-dimetoxiladas

en el anillo A aisladas de Casimiroa pringlei.

C-2 161.6 5 161.3 5 161.3 s 1614 s 158.4 5
C-3 108.2 d 108.1 4 1083 d 107.7 d 114.8d
C-4 178.1 5 1780 5 178.1 s 1779 5 1779 5
C-5 1500 s 1479 ¢ 151.4 5 150.0 5 148.0 5
C-6 148.0 s 150.0 5 147.9 5 1479 149.7 5
C-7 1193 d 190 d 119.1d 118.9d 119.0 d
C-8 113.4 4 113.4 4d 1134 d 1133 d 113.6d
C-9 1516 5 1515 5 150.0 5 1514 s 1524 5
C-10 119.1 s * * * 1193 5
C-1’ 131.7 8 133.0 5 133.5 5 126.8 5 117.6 5
c-2 126.1 d 111.5d 104.3 d 103.6 d 1484 5 %
C-3' 129.0 d 160.0 5 i6l.l s 1535 s 147.0 s
C-4' 1314 d 1169 d 103.3 d 140.9 5 1152 d
C-5' 129.0d4 130.0 d 161.0 5 153.5 s 106.2
C-6’ 126.1; d 1185 o 1043 d 103.6 d 15075+

OMe 61.9 ¢ 6l8¢ 61.8 ¢ 618 ¢ 618 ¢

5712¢ 57.1¢ 571c¢ 60.9 ¢ 6l4c

554 ¢ 555 ¢ 57.1¢ 572¢

555¢ 563 ¢ 56.5¢

56.3 ¢ 562 ¢

Disolvente uiilizado ; CDCI3, sefiat de referencia (77.0 ppm). { & ppm; multipherdad).

* No s¢ distingue la sefiat en ¢l espectro.
% Pueden estar invertidas,
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Tabla 4.1, Datos de RMN 13C (75 MHz) para las flavonas 5-metoxiladas en

el anillo A aisladas de Casimiroa pringlei.

C-2 160.8 ¢ 1579 ¢ 159.9 5 1576 s
C-3 109.4 4 116.3 d 1156 d 115.8 d
C-4 1783 s 178.3 ¢ 177.9d 178.0 5
C-5 159.7 s 1599 s 159.8 5 1599 s
C-6 110.2 d 110.3 4 110.2 d [10.2 d
C-7 133.7 d 1333 4 133.5d 133.5d
C-8 106.4 d 106.1 d 106.2 d 106.2 d
C-9 158.2 5 159.1 5 158.9 5 1589 5
C-10 114.6 5 109.5 s 144.7 5 114.7 5
C-1' 1333 s 114.8;5 122.6 5 116.8 5
C-2 1042 d 154,15 140.1 s 143.1 s
c-3 161.1 5 136.3 5 149.1 5 147.7 5
C-4' 103.4 d I558 s 101.6 d 149.8 5
C-5' 16l.1 g 924 d 149.1 s 147.7 s
C-6' 104.2 4 152.9 5 140.1 s 143.1 5
OMe 56.5¢ 6l6¢ 564 c¢ 564 ¢
555¢ 61.0¢ 61.6¢ 61.7¢

555¢ 56.5 ¢ 61.6¢ 617 ¢

562 ¢ 56.6 ¢ 6ldc

56.2 ¢ 566 ¢ 6l.2¢

61.2 ¢

Disolvente utilizado: CDCl3; seital de referencia (77.0 ppm). (& ppm, muitiphicidad).
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Tabla 5. Datos de RMN 1H (300 MHz) de las flavonas 5, 6-dimetoxiladas en

ol anillp A aisladas de Casimirea pringlei.

H-6 - - - - -
H-7 1365 7325 7325 725 s 723 d 9.0
H-8 7365 1325 7325 7295 7154 9.0
H-2' 790 m 7.40dd 2.5, 7.02d 23 7.08 s -
1.5
-3’ 751 m - - - -
H-4' 75t m 7.09 ddd 661+ 2.3 - 6.95d 9.0
77,25, 15
H-5' 7.5l m 74+ 77 - - 6.62d 9.0
H-5' 7.90 m 748dr 77,F 7.02d 2.3 7.08 s -
I.5
OMe 398 5 398 5 398 s 3955 3.94 5
3.94 5 394 s 394 ¢ 392s 3.87s
38 387 s 3925 3815
3.87s 390 s 3.80 s
38%s 370 5

Disolvente, CDCiy seiial en 7.26 ppm

A Sefial inple ancha

(8 ppm, multiplicidad, J=Hz).
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Tabla 5.1

: Datos de RMN 1H (300 MHz) de las flavonas 5-metoxiladas en el

anillo A aisladas de Casimiroa pringlei.

672 5 6325 636 s 6.34 5
H-6 6.83 4 8.3 6804 8.3 6.82 4 B3 6.82d 84
H-7 T58¢t 8.3 751t 83 753183 7541 84
H-8 713 d 8.3 7.01d4 83 7.0} dd 8.3, 702d 84
i.0
H-2' T.02 4 2.1 - - -
H-3' - - - -
H-4' 6.06¢ 2.1 - 675 -
H-5' - 632 s - -
H-6' 7.02d 2.1 - - -
OMe 4,01 s 399 5 4.04 5 4.01 s
387 s 3935 3905 400 5
387 s 389 ¢ 3.90s 390 s
383+s 3765 390 %
378 5 376 s 3835
3835

(6 ppm; multiplicidad; J=Hz).

66



Flavonoides ¥ Furanocemarinas aisladas de Casimiroa pringlei.

VIIL DISCUSION DE RESULTADOS

De las fracciones eluidas con una mezcla de hexano-acetato de etilo (9:1) se
aisl6 (10.1 mg, 0.025%) un compuesto cristalino de color amarillo palido de punio de fusién
50-53° C. En su espectro de IR se observa que en 1728 cm -1 se encuentra una banda fuerte
afilada que indica ta presencia de un carbonilo de una 8-factona o, f§ -no saturada; en 1624
cm-! se encuentra una banda débil que corresponde a la frecuencia (C-C) del anillo del
furano. En 2970, 2918 y 2856 cm-! son bandas que corresponden a un grupo bencenoide.
Los datos anteriores sugieren como esqueleto base a una furanccumarina (Fig. 1), En 1587
cm-! se encuentra una banda afilada que indica que existe una sustitucidn en e} C-8 de la
furanccumarina y finalmente en 1149 cm-! se localiza la banda caracteristica de un grapo €ter
{67}

Figura 1. Esgueleto de una furanocumarina.

En su espectro de EM (1Q) presenta un idn molecular de m/z 338 (100%), que
puede asociarse a una férmula molecular C21Hp204.

En su espectro de RMN TH (Espectro 1) con un 8 7.74 (1H, d, J=9.6 Hz) y &
6.34 (1H, d, 1=9.6 Hz) se observa un par de dobletes que indican la presencia de una
cwmarina no sustitsda en el anillo de la lactona y que corresponden a tos protones H-4 y H-3
respectivamenie, asignindose la mds despiazada al H-4 por el efecio de resonancia que
procede del carbonslo. En § 7.34 (1H, #) se localiza una sefal simple que corresponde al H-
5.En 8 7.66 {1H, 4, 1=2.2) y 8 6.79 (11, d, J=2.2) se localizan un par de dobletes, que
indican ja presencia de un amllo furano disustituido, Jos cuales fueron asignados a Jos
hidrégenos 2y 3' respectivamente. Las sefiales del espectro a menor frecuencia indican la
presencia de un grupo geranilo (Fig 2) por lo que en & 501 (2H, d, 1=7.2), se observa un
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doblete correspondiente a un protén que se encuentra unido a vna base de éter, ¢l cual fue
asignado para los protones del C-1", el coal se acopla con H-2" que se localiza en & 5.58
(IH, ¢, 1=6.6).

Figura 2. Grupo Geranilo.

En 8 1.98 (4H, d, J=3.2) se localiza una sefial doble que corresponde a los
protones alilicos de un grupo geranilo, que fueron asignados a los hidrégenos H-4" y 57, As{
mismo, con un desplazamiento de 1.67 (3H, s), 1.61 (3H, s} y 1.54 (3H, 5) ppm se
localizan tres sefiales simples que corresponden a los tres metilos del grupo geranilo.

La sefial correspondiente al H-6" del geranilo no se observa en el espectro, y
debido a que se trata de un prokdn vinilico, es posible que se encuentre sobrepuesta con la del
H-2", de acuerdo al desplazamiento de los protones vinilicos; asf como at valor de {a integral

en dicho desplazamiento [a cual indica que estdn 3 protones presentes (~5).

De la discusion anterior aunado a lo descrito en la literatura {22, 68-70] se
pudo confirmar que sc trata del 8-geraniloxipsoraleno (I).

8-geraniloxipsoraleno (1),
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De las fracciones eluidas con una mezcla de hexano-AcOEt (9:1), se aislaron
10.6 mg (0.026%) de un compuesto cristalino con punto de fusién de 190-194 °C.

En su espectro de RMN H (Espectro 2), se observa un sistema AB formado
por las sefales en & 8.16 (1H, d, J=9.9} y 8 6.28 (1H, d, 1=9.9) que corresponden a los
hidrégenos de las posiciones 4 y 3 respectivamente del anillo de 1a lactona; el desplazanmiento
de! H-4 a campo bajo, se debe a la deficiencra electrénica gue presenta diche dtomo de C
generado por la presencia del grupo carbonilo. En & 7.15 (1H, s) se [ocaliza vna sefial
simple, que corresponde al H-8 de la cumarina. De la misma manera, se encuertira otro par de
dobletes en 8 7.60 (1H, 4, J=2.4) y 6 702 (1H, d, J=2.4). que :ndican la presencia de un
anillo furano disustituido, dichas sefiales corresponden a los hidrégenos 2' y ¥
respectivamente. Por otro lado, en & 4,27 se observa una sefial simple (3H, s5) que

corresponde al grupo metoxilo, ubicado en la posicidn C-5 de la cumarina.

Estos datos fueron comparados con los informados en la literatura quimica
168, 71-72] y corresponden al Bergapteno (IT) .

OCH,

Bergapteno (II).

De las {racciones ciuidas con una mezcla de hexano-AcQEt (9:1) y tras 1ealizar
cromatogiafias sucesivas, se obtuvieron 2t mg (0 053%) de un sélido cristalino de color café
claro con punto de fusién de 239-242 °C

En su espectro de EM {1E}, presenta un i6n molecular de m/z 202 (100%) que
corresponde a una férmuta molecular de CpHgQOa.

69



Flavonoides y Furanocumarinas aisladas de Casimiroa pringlei,

En su espectro de RMN 'H (Espectro 3) se observan los dos sistemas AB,
que corresponden a los protones H-4 (8 7.8, d, J=9.6) y H-3 (8§ 6.33, d, ]=9.6) del anilio
lacténico de 1a cumarina y a los protones del anillo furdnico disustituido, en & 7.69 (1H, ,
J=2.1) vy 8 6.80 (1H, d, I=2.4) correspondientes a los hidrégenos 2' y 3. En 7.22 ppm
{1H, 5) se localiza una sefial simple que corresponde al H-5. Por otro lado, se observa una
sefial ancha centrada en & 3.85 que desaparece al agregar D70, o que corresponde a un

grupo hidroxilo ubicado en el C-8 de la furanocumarina.

Con base es su andlisis espectroscdpico se pudo concluir que la sustancia
aislada de! extracto de C. pringlei corresponde al Xanthotoxol (III}, sustancia quimica
previamente descrita en la literatura [71] .

OH

Xanthotoxol (III).

De las fracciones eluidas con una mezcla de hexano-AcOEt (9:1) y tras
sticesivas cromatografias en columna y en placa preparativa, se lograron aislar 81.2 mg
(0.29%) de un aceite de color amarilto.

En su espectro de EM (IE), presenta un idn molecular de m/z 371(4%) para
dar una férmula molecular de Cp1Hp30¢,

En su espectio de RMN 'H (Espectro 4}, se localizan dos pares de dobletes
que corresponden a una furanocumarina; las sefiales de los protones vinflicos de la 8-lactona
en 8774 (1H, d,1=9.6) y § 6.33 (1H, 4, J=9.6}, mientras que los hidrégenos del amilo del
furano & 7.66 (1H, d, J=2.1} y § 6.78 (1H, 4, J=2.1). En 7.34 ppm (1H, 5) se localiza una

sefial simple que fue asignada al H-3,
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A campo alto se observa un grupo de sefiales que corresponden al sustituyente
en C-8, estableciéndose que dicho sustituyente es derivado del grupe geranilo, ya que en el
espectro de RMN 13¢C (Espectro 3) se observaron 10 sefiales adicionales a las
correspondientes al nicleo de la furanocumarina. Estas sefiales se asignaron por su
desplazamiento quimico y multiplicidad observadas en RMN 13C (DEPT), a los carbonos de
3 metilos, uno vinilico y 2 sobre un carbono base de funcién oxigenada; 3 metilenos, uno de
ellos base de oxigeno, 2 metinos, une vinilico y el otro base de funcidén oxigenada y dos
carbonos no protonados, uno vinilico y €l otro unido a un oxfgeno. Lo antertor es congruente
con las sefiales observadas en el espectro de RMN 1 en el que se observa un dd en § 5.0
(2H, J=6.6, 2.1} asignado a los protones de un metileno alilico base de éter (H-1"). Esta
sefial se acopla con la de un protdén vinilico que aparece en § 5.63 (IH, 1 g, 6.6, 1.5) que

corresponde al H-2". En § 1 67, 1.14 y 1.10 se cbservan tres sefiales asignadas a 3 grupos

metilo, el primero vinilico (H-10") v los otros dos geminales a un carbono base de oxigeno
(H-8" y H-9"). En 8 3.24 (IH, dd, I=1.5, 10.5) se muestra una seflal doble de doble sobre
carbono umido a oxigeno (H-6"); este protdn muestra acoplamiento en el espectro COSY con
las sefiales de H-3" y este a su vez con los de otro metileno (H-4"). Lo antersor v la presencia
de: sefial en el IR (3591 ¢m -1} indica la presencia de on grupo oxhidrilo, una sefial ancha en
8 2.4 en el espectro de RMN 1H y los fragmentos de m/z 202 (100%), 354 (1%) [M-H,O]*
y 336 (1%) (M-2H;0] permiticron establecer que la estructura de este sustituyente es la
mostrada en la figura 3 y por lo tanto la cumarina aislada es la: 8-f(6, 7-Dihkidroxi-3, 7-
dimetil-2-octenil}oxi]psoraleno.(IV) {58, 73].

Figura 3. Sustituyente dernvado del geranilo.
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Esta furanocumarina no estd descrita en la literatura, debido 2 que el dnico que
se encuentra descrito tiene el sustituyente en la posicién al C-5 {58, 73], por lo que a
continuacion se presentan los datos espectroscopicos de RMN 13C en la tabla 6,

Tabla 6. Datos de RMN 13C para Ia 8-[(6, 7-dihidroxi-3, 7-dimetil-2-octenil)
oxi]psoraleno (75 MHz).

2 160.7 5
3 114.7d
4 1445 d
5 11344
6 1259 s
1 148.7 s
8 13].6 s
9 1439 5
10 11655
2’ 146.7 d
¥ 106.8 d
1" 70.1 ¢
2" 120.1 4
3v 142.8 5
4" 36.4 1
5" 29.2¢+
6" 71.7d
7" 73.05
3" : 23.1 ¢
9" 263 ¢
16" 164 ¢

Disolvente utilizado CDCl3; sefial de referencia en 77.0 ppm.
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8-[(6, 7-dihidroxi-3, 7-dimetil-2-octenfl)oxi]psoraleno (IV).

De las fracciones eluidas con una mezcla de hexano-AcOEt (9:1), se aislé un
solido cristalino (71 mg, 0.18%) de color amarillo claro con punto de fusién de 91-95 °C.

En su espectro de EM (IE) presenta un ién molecular de m/z 300 (1%) que
corresponde a una férmula molecular de Cy7H 160s.

En su espectro de RMN IH (Espectro 6) se focalizan en 8.12 ppm ({H, 4,
1=9.8) y 6.28 ppm (1H, d, §=9.8) un par de dobletes que corresponden a un sistema AB de
la lactona para una cumarina no sustituida, dichas sefiales son indicativas de los hidrégenos 4
y 3 respetivamente. Asi mismo, se observa otro par de dobletes en 7.62 ppm (1H, 4, J=2.3)
y 6.99 (1H, 4, I1=2.3) que conforman un nuevo sistema AB, que corresponden a los
protones 2"y 3' de un anillo furano disustituido.

En 4.18 ppm, se localiza una sefial ssimple (3H, s) que corresponde a un grupo

metoxilo, el cual se encuentra en la posicidén C-5 de la furanccumarina.

Las demads sefiales del espectro, corresponden a un grupo prenilo (Fig.
4} y estas fueron dos sefiales dobles (61.74, 3H, 4, J=1.0 vy 81.70, 3H, d, J=1.1} asignados
a dos giupos metilo, los cuales tienen acoplamiento alflico con un protén vinilico responsable
de la sefal wriple en 5.60 ppm (1H, ¢k, 1=7.3, 1.2 } y que a su vez estd acoplado con un
metileno en 4.85 ppm (2H, 4, J=7.3).

Los datos obtenidos fueron comparados con los informados previamente en la

literatura {22, 68, 70, 72), los cuales permitieron concluir que la sustancia en discusidn eta la
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Felopterina (V), con la Ginica diferencia que la sefial en 5.60 ppm se describen como un

triplete en vez de un triplete de heptuplete,

Figura 4. Cadena de prenilo

Felopterina (V).

De las fracciones eluidas con una mezcla de hexano-AcOEt (4:2 y 2:1), se
aisid {110.1 mg, 0.28%) un sélido cristalino blanco con punto de fusién de 94-96 °C,

En su espectro de EM (IE} presenta un i6n molecular de m/z 328 (2%), que
corresponde a una férmula molecular de CygHy60g -

En su espectro de RMN 13C (Espectro 7) con desacoplamiento total, se
observan 18 sefiales, su multiplicidad se determiné con base en RMN 13C (experimento
DEPT) que indica que la molécula posee 2 metilos, 2 metilenos y 6 metinos; las 8 sefiales

restantes, corresponden a carbonos totalmente sustituidos.
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8-[(4-acetoxi-I-metil-butil)oxi]psoraleno (VI).

Tabla 7. Dates de RMN 13C (75 MHz) para la nueva furanocumarina.

2 160.4 5
3 114.7 d
4 144.2 d
] 1133 d
6 1259 5
7 1483 5
3 1313 5
9 143.6 &
10 116.5 &
2! 146.7 d
3 106.7 d
1" 69.1 ¢

2" 125.1 d
3" 136.5 s
4" 627t

5 214 ¢

" 170.8 s
£ 208 ¢

El espectro fue determinacdo en CDCl3 ; seial del disolvente (77 0 ppm), utitizando como referencia TMS.



Flavenoides y Furanocumarinas aisladas de Casimirea__pringlei.

De las fracciones eluidas con una mezela de hexano-AcOEt (4:1), se aislaron
150 mg (0.3%) de un sélido cristalino de punto de fusién de 197-200 °C.

En su espectro de IR se observan las bandas correspondiéntes a grupos CHj
alifsticos pertenecientes a grupos metoxilos: 2941, 2839 cm -1, asf como las bandas del
esqueleto indicando 1a presencia de un compuesto aromdtice: 1573, 1479y 1452 el Ast
mismo en 1637 cm-! se localiza una banda que indica la presencia de un carbonilo de una y-
pirona; también se localiza una banda en 1284 cmr! que corresponde a un grupo éter; dichas
sefiales corresponden al esqueleto de una flavona (Fig.6) (64, 741

Figura 6. Esqueleto de una Flavona

En su espectro de EM (IE) presenta un ién molecular de m/z 282 (60%) para
una férmula molecular de Cy7H 1404 . En el espectro también se observa la presencia de un
fragmento de m/z 267 (100%), que corresponde a la pérdida de un CHs3, el cual es un rasgo
caracteristico de las flavonas gue estdn sustituidas por un metoxilo en la posicién 6 del anillo
A [75].

En su espectro de.RMN 13C de desacoplamiento fotal de hidrégeno (Espectro
) se observan 15 sefiales, de las cuales 2 corresponden a carbonos equivalentes esto hace un
tatal de 17 carbonos presentes en la molécula De acuerdo a la multiplicidad de las sefiales y
con ayuda del experimento DEPT, se identifica la existencia de 2 grupos metilo, 8 metinos y

7 carbonos totalmente sustituidos,
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En su espectro de RMN !H (Espectro 10) se muestran dos sefiales simples en
3.98 (3H, 5) y 3.94 ppm (3H, 5) que de acuerdo a su desplazamiento corresponden a dos
metoxilos los cuales fueron situados en la posicién 5 y 6 del anillo A.

En 6.68 ppm (1H, s) se localiza una sefial simple que fue asignada al H-3, de
acuerdo a lo descrito en la literatura {75]. En 7.36 ppm (2H, 5) se ubica una sefial simple que
es asignada para Jos hidrégenos H-7 y H-8 del anillo A. A menor campo (867.51, 3H, m) se
encuentra una sefial que debido a su multiplicidad compleja y de acuerdo a su integral que
involucra la presencia de 3 protones, se asigné para los hidrdgenos 2', 4" y 6" del anillo B.
En 7.90 ppm {2H, m) se muestra también una sefial miltiple cuya integral corresponde a dos
protones y que fue asignada para los hidrégenos 3"y 5' del anillo B.

De acuerdo con la discusién anterior y por comparacidn con las propiedades
fisicas y datos espectroscdpicos informados en la literatura, se concluye que el compuesto
aislado es: 5, 6-dimetoxiflavona (VII) [14, 28]

5, 6-dimetoxiflavona (VII).

De las fracciones eluidas con una polaridad (4:1 y 2:1) de una mezcla de
hexano-AcOE! se aslaron 125.2 mg (0.31%) de un sélido cristaline de punto de fusidn de
122-125°C.

En su espectro de IR se observan las bandas caracterfsticas del esqueleto de
una flavona en 3030, 2964, 2941, 2839 son bandas que indican la presencia de CHj

alifdticos, en 1637 cmr! sc localiza una banda corresponchente al carbonilo de una pirona; se
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observan bandas del esqueleto de un compuesto aromdtico en 1606, 1575, 1479, 1435 cm-!
y finalmente una banda perteneciente a un grupo éter en 1284 cm-! que son similares a las
descritas para el compuesto anterior.

En su espectro de EM (IE) presenta un ién molecular de m/z 312 (62%) que
corresponde a una férmula molecular CygH 50s5. También se presenta un fragmento de m/z
297 (100%), que indica la pérdida de un CHa, lo que es un indicio de una flavona sustituida
por un metoxilo en posicién 6 del anillo A,

En su espectro de RMN 13C con desacoplamiento total de hidrégeno (Espectro
11), se observa la presencia de 17 sefales, las cuales, con ayuda del experimento DEPT se
encontré que correspondfan a 3 metilos, 7 metinos y 7 carbonos completamente sustituidos.
De acuerdo con la férmula molecular propuesta posiblemente alguna sefial esté sobrepuesta o

ent equivalencia con otra.

En su espectro de RMN HH (Espectro 12) se muestran tres sefiales simples en
3.98 (3H, 5), 3.94 (3H, s5) y 3.89 (3H, 5) que de acuerdo a su desplazamiento quimico
corresponden a tres grupos metoxilo no equivalentes presentes en la flavona, uno de los
cuales estd ubicado en la posicidn 6 por el fragmento encontrado en el espectro de EM. En
6.67 ppm (1H, ), se localiza una sefial simple que corresponde por su desplazamiento a H-
3. En 7.32 (2H, 5) se observa la sefial simple correspendiente a dos hidrégenos equivalentes
gue de acuerdo con la literatura [75] pertenece a los hidrégenos 7 y 8 del anillo A. En 7.09
(1M, ddd, 1= 1.7, 2.5, 1.5) se muestra una sefial doble de doble de doble que presenta
acoplamiento con otro protén el cual estd ubicado en 7.48 ppm (1H, dt, 7.7, 1.5} que a su
vez tiene acoplamiento con otro protén localizado en 7.41 ppm (1H, ¢ ancho; 7.7), por lo
que estas sefiales corresponden a los protones 4', 6' y 5'; respectivamente, la sefial de H-2'
aparece como una sefial doble de doble en 7.40 ppm (1H, dd, 2.5, 1.5) asi en las posiciones
3, 6 y 3' se ubican los metoxilos de la molécula.

De acuerdo al andlists realizado, as{ como a lo informado en la bibliografia

[20]. se concluye que el compuesto aislado es: 5, 6, 3-trimetoxiflavona (IX).

£STA TESIS KO DERE
AR DE LA BIBLIGTECH
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5, 6, 3-trimetoxiflavona (IX).

De las fracciones obtemidas con una mezcla de hexano-AcQEt (2 ), se
aislaron 9.6 mg (0.024%) de un séhdo cristalino amarilto ¢laro con punto de fusién 130-133
°C.

En su espectro de EM (IE) presenta un 1én molecular de m/z 342 (82%) que
corresponde a una férmula molecular CyoH 1306, ademds de un fragmento de m/z 327
(100%) que representa la pérdida de 15 uma (CHj), sugiere que se trata de una flavona
metoxilada en el C-6,

En su espectro de RMN 13C de desacoplamiento total de hidrégeno (Espectro
13) se observan 13 sefiales, 3 de ellas corresponden a pares de carbonos equivalentes, por o
gue, hacen un total de 18 carbonos. Sin embargo, en la férmula molecular indica que son 19
carbonos por 1o que alguna sehal se encuentra sobrepuesta. De acuerdo a la multiplicidad y
con la ayuda de los experimentos DEPT, COSY y HETCOR se determind que existen en la

motécula 4 metilos, 6 metinos y 9 carbonos cuaternarios.

En su espectro de RMN 'H (Espectro 14) se observan 3 seiiales simples en
398 (3H, 5), 394 (3H, &) vy 3,87 (6H, s) que corresponden a los cuatro metoxilos de la
molécula, dos de elios equivalentes. En 8 6.61 (1H, 1, J=2 3) se localiza una sefial uiple que
pot su conslanie de acoplamiento sugiere la interaccién de 2 hidrégenos ubicados en posician
meta, lo gue hace suponer que dos de los grupos metoxios en el anillo B estdn en posicion
orfo al H-4'. 1n 7.02 ppm (ZH, & , J=2 3) se muestra una sefial doble que detsdo al

acoplamiento que presenta, fue asignada a los ludrégenos 2y 6 del anillo B, ya que ambos
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son equivalentes entre sf y estdn acoplados a su vez con el H-4' con una constante de
acoplamiento meta. En 8 6.66 (1H, 5) se observa una sefial simple, que de acverdo a su
desplazamiento quimico corresponde at H-3. La sefial simple ubicada en 8 7 32 (2H, )

corresponde a los hidrégenos 7 y 8 del anillo A.

Los datos anteriores fueron comparados con los descritos en la Literatura
confirmidndose que el compuesto aistado es la © 5, 6, 3, 5'-tetrametoxiflavona (X)

conocida como Cerrosillinag [20, 28].

5, 6, 3, 5'-tetrametoxiflavona (X).

De las fracciones eluidas con una mezcla de hexano-AcOEL {1:2) y (ras
sucesivas cromatograffas utilizando mezclas de hexanc-acetona {2:1 y 4:1) se aislaron 17.3
mg {0.043%) de un séhdo cristalino de punto de fusidn 93-96 °C.

En su espectro de IR se observan las bandas caracteristicas a grupos CH3
alifiticos en 3030, 2968, 2941, 2841cm !, en 1606, 1583, 1479, 1463, 1423 cm!: se
localizan las bandas del esquelcto de un compuesto aromdtico asi como la presencia del
carbonite de una prrona en 1637 ci! y tinalmente en 1286 cmy! ia banda del grupo éter, las

cuales forman parte del esqueleto de una flavona (Fig 123 {74, 75].
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En su espectro EM (IE) presenta un ion molecular de mfz 372 (75%), para una
formula molecular CzoH007, ¥ un fragmento muy intenso de m/z 357 (100%), que indica
que esta flavona posee un grupo metoxilo en C-6.

En su espectro de RMN 13C (Espectro 15) se muestran 16 sefiales de las
cuales, tres de ellas presentan equivalencia, por lo gue hacen un total de 19 carbonos que de
acuerdo a su multiplicidad (DEPT) corresponden a 5 metilos, 5 metinos y los 10 restantes
son carbonos completamente sustituidos; sin embargo, de acuerdo a la férmula molecular
existen 20 carbonos, esto sugiere que una sefial de un carbén cuaternario se encuentra

sobrepuesta.

En su espectro de RMN !'H (Espectro 16) se observan las sefiales
correspondientes a los cinco grupos metoxilos presentes en la molécula con un
desplazamiento de 3.95 (3H, s), 3.92 (6H, 5), 3.90 (3H, s} y 3.89 (3H, s). En 8 6.60 (IH,
5) se localiza una sefial simple que debido a su desplazamiento corresponde al H-3 de la
flavona. En 7.08 ppm (2H, s5) se localiza una sefial simple que corresponde a dos hidrégenos
cquivalentes; asi mismo en 7.29 ppm (2H, 5) se muestra otra sefial simple que indica la
presencia de otros dos hidrégenos con desplazamientos quimicos similares. Con base en lo
anterior, se sugiere que 2 hidrgenos se encuentran en el anillo A y Ios otros dos en el anillo
B [76]. La sefial simple localizada en 7.08 ppm fue asignada para los protones H-2' y H-6',
mientras que para el otro singulete ubicado en 7.29 ppm se asignaron los protones H-7 y H-
8. Dichos datos fueren comparados con los informados en la literatura [29] y mostraron que
el compuesto aislado es la 5, 6, 3", 4, 5'-pentametoxiflavona (XI), conocida como
Cerrosillina B .

5, 6, 3, 4', 5'-pentametoxiflavona (XI).
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De las fracciones que fueron eluidas con hexano-acetato de etilo (2:1), despues
de sucesivas cromatografias y posterior cristalizacién, se obtuvieron 671 mg (1.71%) de un
compuesto sélido cristalino de color blanco de pf. 143-145 °C.

En su espectro de EM (IE) presenta un ién molecular de m/z 372 (77%) para
una férmula molecular de CogH2007 y un fragmento intenso de m/z 357 (100%) que
corresponde a la pérdida de 15 uma {M*+-CHjs], este tiltimo indica la presencia de un metoxilo

en la posicién C-6 de una flavona.

En su espectro de RMN 13C con desacoplamiento total de hidrégeno (Espectro
17) se observan 19 sefiales de las cuales mediante la técnica de DEPT y de acuerdo a su
multiplicidad se establecié la presencia de 5 metilos, 5 metinos y 9 carbonos totalmente
sustituidos,

En su espectre de RMN TH (Espectro 18) se observan 5 sefiales a campo alto
que corresponden a los 3 metoxilos con desplazamientos en § 3.94, 3.87, 3.81,3.80 y 3.70
(3H, 5). En 6 6.24 (1H, 5) se localiza una sefial simple que corresponde al H-3 de la flavona.
A campo més bajo se localizan dos sistemas AB, en § 7.23 2H d J=9.0) y 7.15 (2H d
}=9.0) que por su desplazamiento y de acuerdo a lo encontrado en la literatura [75},
corresponden a los protones H-7 y H-8 del anillo A. El segundo sisterna AB estd integrado
por las seiiales localizadas en 8 6.95 QH d J=9.0) y 6.62 ppm (2H d 1=9.0) que
corresponden a los protones H-4' y H-5' del anillo B, las cuales presentan un acoplamiento
orfo. Con base en el espectro COSY, se determind que los H-4'y 5', asi como los H-7y 8
presentan acopiamientos entie sf; y por medio de los experimentos HETCOR y LR
correlacionaron los hidrégenos con los dtomos de carbono presentes en dicha estructura,
ademis de la comparacion con los datos descritos en la literatura [77). Lo anterior permitié
concluir que el compuesto aislado de C. pringleies la 5, 6, 2', 3, 6
pentametoxifiavona (XHI).
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5, 6, 2', 3', 6'-pentametoxifiavona (XI¥I).

" De las fracciones eluidas con una mezcla de hexano-AcOEL (1:2) y despuies de
cromatografias sucesivas utilizando mezclas de hexano-acetona (2:1), se aislé un sélido
cristalino con punto de fusién 179-183 °C, del que se obtuvieron 143.2 mg (0.36%).

En su espectro de IR se observan en 3000, 2843, 2941 cm! que
corresponden a los CH3 alifdticos, en 1606, 1475, 1437 cm-! se localizan las bandas que
corresponden a un grupo aromdtico, en 1643 cm-! se localiza una banda que indica la
presencia de un carbonilo de una pitona y en 1265 ¢cm -¥ se encuentra la banda para el grupo
éter; todas ellas pertenecientes al esqueleto de una flavona.

En su espectro de EM (IE) se observa la presencia de un idn molecular de m/z
312 (100%) que corresponde a una férmula molecular CygH 605,

En su espectro de RMN 13C de desacoplamiento total de hidrégeno {Espectro
19) se observan 15 sefiales, -3 de ellas presentan desplazamientos quimicos similares— lo que
hace un total de 18 carbonos presentes en la molécula. Asi mismo, la muitiplicidad mostrada
en su espectro RMN 13C (DEPT) indica que la molécula estd formada por 3 metilos, 7
metnos ¥ 8 carbonos cuaternarios.

En su especiro de RMN 'H (Espectro 20), se observa que es una flavona
trisustituida, y que dichos sustituyentes corresponden a tres grupos metoxilo, por las sefales
simples que aparecen en 8 4.01 (3H, 5) y 3.87 ppm (6H, s).
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En el anillo A, uno de los metoxilos se encuentra localizado en la posicién 5,
ya que existen sefiales que muesiran a los protones 6, 7 y 8. En & 7.58 ppm se localiza una
sefial triple (1H, ¢, J=8.3) la cual tiene dos acoplamientos orto, por lo que deben existir dos
protones vecinos a €ste en el mismo anillo aromdtico, dicha seflal se asigné al H-7. En Ia
misma regién se observan dos sefiales que presentan un acoplamiento orfo, estos se
asignaron a H-8 (8 7.13, 4, J1=8.3) y H-6 (8 6.83, d, J=8.3), siendo H-8 ¢l que se encuentra
a campo més bajo [75].

De acuerdo con lo anterior, los otros dos grupos metoxilo se localizan en el
anillo B. En e! espectro de RMN H se observa una sefial doble, que integra para dos
hidrégenos, esta se localiza en § 7.02 (2H, d, 1=2.1) y fue asignada a los protones 2' y &'
del anillo B. En & 6.06 (r, J=2.1) se localiza una sefial triple, la cual presenta dos
acoplamientos meta , esta sefial en el espectro COSY muestra interaccion con la sefial doble
en 7.02 ppm y que fue asignada a H-4'. Con esto Gltimo se establece la presencia de un anillo
B disustituido en las posiciones 3' y 5', finalmente en 6.72 ppm (1H, s) aparece la sefial
correspondiente a H-3.

De acuerdo al andlisis realizado, se enconteé que el compuesto aislado
corresponde a la: 5, 3', 5'-trimetoxiflavona (VIIT) .

5, 3", 5'-trimetoxiflavona (VII}),

De las [racciones eluidas con una mezcla de hexano-AcOEt (1:2) y despiies de
una serie de ¢romatografias utilizando mezclas de hexano-acetona (4:1), hexano-AcOEt (1:1),
se aislaron 17.5 mg (0.04%) de un sélido de color blanco de punto de fusién 185-193 °C.
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En su espectro EM (IE) se presenta un idn molecular de mvz 372 (100%) para
una férmula motecular de Cogt2007.

En su espectro de RMN 13C con desacoplamiento total de hidrégeno (Espectro
21), se observan 19 sefiales que de acuerdo a su multiplicidad determinada con la técnica de
DEPT; se encontré que corresponden a 5 mehlos, 5 metinos y las 9 restantes a carbonos

cuaternarios.

En su espectro de RMN 'H (Espectro 22), se presentan cinco sefiales simples
astgnadas a cinco metoxilos no equivalentes entre si, con desplazamientos de 8 3.99 (3H, 5),
3.93 (3H, 5), 3.89 (3H.s). 3.83 (3H, 5) vy 3.78 (3H, s5}. En & 6.32 (2H, 5) se localiza un
singulete que 1ntegra para dos protones que por su desplazamiento fue asignado a los
protones H-3 y H-5". En 8 7.51 se muestra una sefial triple (1H, ¢, J=8.3), la cual indica un
acoplamiento orfe con dos protones, por lo que esta sefial fue asignada al H-7 de] anillo A.
En 7.01 ppm (1H, 4, }=8.3) y 6.80 (1H, d, J=8.3), se localizan dos dobletes que por su
acoplamiento orto , se encuentran interaccionando con la sefial triple anterior; estas sefiales
fueron asignadas para los hidrégenos 8 y 6 respectivamente, la sefial a campo bajo fue
asignada a H-8 con base en lo descrito en Ia literatura [75]. )

De acuerdo al anélisis anterior, se concluye que la flavona aislada es la §, 2°,
3, 4', 6'-pentametoxiflavona (XII).

5, 2%, 3, 4, 6'-pentametoxiflavona (XII).
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De las fracciones eluidas con una mezcla de hexano-AcOEt (1:2), asi como
con mezclas de hexano-acetona (4:1 y 2:1) en diferentes cromatografias en columna, se
aislaron 52.8 mg (0.13%) de un sélido cristalino blanco de punto de fusién 150-153 °C.

En su espectro de EM (IE) se presenta un ién molecular de m/z 372 {100%)
para una férmula molecular de CygHa0O7.

En su espectro de RMN 13C de desacoplamiento total de hidrégeno (Espectro
23), se muestran 16 sefiales, 4 de las cuales presentan equivalencia, por lo que hacen un total
de 20 carbonos en la molécula. De acuerdo a su espectro de RMN 13C (DEPT), se establece
que existen 5 metilos, 5 metinos y 10 carbonos completamente sustituidos, correspondiendo
dichas sefiales al esqueleto de una flavona metoxilada .

En su espesciro de RMNTH (Espectro 24), se localizan tres sefiales simples
que de acuerde a su integral y desplazamiento: 8 4.04 (3H, 5), 3.90 (6H, s) y 3.76 ppm (6H,
s) corresponden a cinco metoxilos, de los cuales dos pares son equivalentes. En 6.36 ppm
(1H, s) se localiza una sefial simple que fue asignada a H-3, con base en lo informado en la
literatura [75). En 7.53 ppm (1H, ¢, J=8.3) se muestra una seiial triple que presenta
acoplamientos orte con dos protones vecinos, por lo que dicha sefial fue asignada al H-7 del
anillo A. En 7.01 ppm (IH, dd, }=8.3, 1.0) se observa una sefial doble de doble que se
encuentra acoplada con dos protones vecinos, uno de ellos en posicidn orto y ¢l segundo en
meta, por lo que esta sefial se asigné al H-8 del anillo A. En 0 6.82 (1H, d, J=8.3) se
muestra una sefial doble con acoplamiento orfo, con H-7, siendo por lo tanto asignada dicha
sefial a H-6. En § 6.70 (1H, 5), se encuentra una sefial simple que corresponde al H-4', ya
que las dos sefiales equivalentes de los metoxilos indican que se encuentran en las posiciones
2',6'y 3, 5% finalmente se asignd la sefial simple en & 4.0 al grupo metoxilo del C-5.

De acuerdo con la discusién anterior, se concluyd que se trata de la 3, 2,
3, 5, 6'-pentametoxifiavona (XIV).
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5, 2, 3, 5, 6'-pentametoxifiavona (XIV).

De las fracciones que fueron eluidas con una mezcla de hexano-AcOEt (1:2) y
tras sucesivas cromatografias, utilizando mezclas de cloroformo-metanol (9.5:1), asf como de
hexano-acetona (2:1), se aislaron 13 mg (0.03%) de un sélido cristalino blanco con punto de
fusién 155-160 °C.

En su espectro de EM (IE), se presenta un i6n molecular de m/z 402 (100%)
para una férmula molecular de Co1Hap0g.

En su espectro de RMN 13C de desacoplamiento total de hidrégeno (Espectro
25), se observan 17 sefiales; de las cuales 4 corresponden a carbonos equivalentes, por o
que la molécula posee en total 21 carbonos. Asf mismo Ja multiplicidad encontrada con ayuda
de la técnica de DEPT, indica que el compuesto aislado posee 6 metilos, 4 metinos y 11

carbonos cuaternarios,

En su espectro de RMN TH (Espectro 26), se muestran cuatro sefiales simples
en § 4.01 (3H, s), & 4.00 (3H, 5), 8 3.90 (611, 5) y & 3.83 (6H, 5) que corresponden a los 6
metoxilos presentes en la molécula. En 6.34 ppm (1H, 5 ) se localiza una sefial simple que se
asigné al H-3. En & 7.02 (1H, 4, J=8.4) y 6.82 ppm (1H, d, J=8.4), se muestran dos
sefiales dobles que presentan un acoplamiento orto, por lo que fueron asignados a los
hidrégenos 8 y 6 respectivamente. En 8 7.54 (1H, r , }=8.4) se observa una sefial triple con
acoplamiento orte que corresponde al H-7. De acuerdo a lo analizado, uno de los grupos

metoxilos se localiza en la posicidn C-5 y los restantes se encuentran en ¢l anillo B.
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Despuies del andlisis realizado, se concluye que el compuesto aislado es la 5,
2 3, 4 5 6'-hexametoxiflavona (XV).

5, 2, 3, 4, 5, 6'-hexametoxiflavona (XV).

Nota: En este caso, el orden en que se presentan las flavonas sustituidas VII,
1X, X, XIH, VII, X1, XII, XIV y XV es de acuerdo a una secuencia de pdlaridad creciente.
De [o cual se observd que las flavenas menos sustntuidas fueron menos polares vy que al
aumentar la sustitucién, aument la polaridad de estas.
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IX. CONCLUSIONES

A partir del extracto acetdnico de las partes aéreas de Casimiroa pringlei se
aislaron e identificaron 15 metabolitos secundarios de los cuales 9 de ellos ya estdn descritos
en la literatura: el 8-gcraniloxiﬁsoraleno (T), el bergapteno (I1), el xanthotoxol (IIT), la
felopterina (V), la 5, 6-dimetoxiflavona (VII), 5, 6, 3-trimetoxiflavona (IX), 12 5, 6, 3", 5-
tetrametoxiflavona —Cerrosillina— (X), Ia 5, 6, 3', 4, 5'-pentametoxiflavena —Cerrosillina
B-(XDyla35, 2, 3, 4,5, 6-hexametoxiflavona (XV).

Se aislaron 2 nuevas furanocumarinas: la 8-[{6, 7-dihidroxi-3, 7-dimetil-2-
octenil)oxilpsoraleno (IV) y la 8-[(4-acetoxi-3-metil-butit)oxilpsoraleno (VI), de las cuales se
presentan sus datos de RMN 1H y 13C como una aportacién al estudio de esta especie de
Casimiroa .

Asi mismo, se aislaron 4 flavonas que no habian sido descritas en la literatura
con anlerioridad: la 5, 3', 5'-trimetoxiflavona (VIH), la 5, 6, 2, 3', 6'-pentametoxiflavona
(X1ID, la §, 2', 3, 4, 6'-pentametoxiflavona (XII) y 1a 5, 2', 3", 5', 6'-pentametoxiflavona
(XIV); y en el presente trabajo se dan sus datos espectroscdpicos de RMN 'H y 13C como un
complemento a los estudios realizados en la obtencién de flavonoides.
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Espectro § Espectro de RMN 'H (200 MHz, CDCl 3. TMS) del 8-geraniloxipsoraleno (1) .
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Espectro 2. Espectre de RMN 'H (300 MHz, CDClz, TMS) del Bergapteno (1)
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Espectro 3. Espectro de RMN H (300 MHz, DMS0-dg, TMS) del Xanthotoxol (T11).
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Espectro & Espectro de RMN H (300 MHz, CDCi, TMS) del 8-[(4-acct0xi-3-melil-buti!)oxi]psoralcno (VD)
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