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INTRODUCGCCION.

1. INTRODUCCION

Mucho antes de que sc iniciaran las investigaciones sobre los productos naturales y los

organismos vivos que los sintetizan; los humanos, en diversas partes del mundo, ya

preparaban extractos, tinturas y otras preparaciones de plantas y animales. Algunas de estas

preparaciones naturales les servian. como. remedios: pam ahvmr malestarcs de ciertas

enfermedades o para la caceria y la gucrm

Las plantas constnuycn una fucmc muy ﬁca de sustancxas, dcbldo a quc smtcu?an una
gran variedad de compuestos; y la flora mc“cana es una de las mas dxversas det: mundo, ya
que en México sc cuenta con una gran vanednd de climas desde el tropical hasta cl fno en las
altas montaias, asi como una gran varledad de suclos, desde los mas fértiles hasta los mas
aridos. En su territorio se han establecido diversos tipos de vegetacion, algunos caracterizados
por la presencia de numecrosas cspecies de drboles y arbustos. Dentro de esta gran divcrsidnd
de especics se encuentran plantas que sc han utilizado con fines medicinales desde tiempos
antiguos hasta la actualidad. La salud es primordial para el ser humano por lo que se han
buscado en la naturaleza especics que pucdan prevenir o aliviar enfermedades. Las plantas se
usan de manera tradicional a partir de tés, infusiones, de aplicacién' localo a xrayés de bafios
de temazcal, hasta la forma industrializada para la obtencién de mcdicam;:nlos. Es por cllo dc

grun importancia conocer aquellas - fuentes: naturales: donde  sc”pueden-aislar ¢ identificar

sustancias activas que sean de beneficio para la humanidad:
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Actualmente, los compuestos aislados de fuentes naturales jucgan un papcl muy
importante en la medicina modema, muchos de cllos, son firmacos clinicamente ttiles para el
tratamicnto de enfermedades, otros, proveen compuestos bidsicos que pueden ser modificados
quimicamentc para hacerlos mas efectivos o menos téxicos, o pueden ser utilizados como

modelos o prototipos para producir fiirmacos sintéticos, no muy ficiles de obtener por otros

métodos®-?

Sc ha cstimado que en los paises dcsarrollados aproximddzimentc un 80% de los
medicamentos usndos en el culdado de la salud pnmana. prowcnc dc planhs‘ muchas de estas

plantas consmuyen el rccurso mas amplxo ' vnhoso de la medlcma mdig,cna tmdlclonal en

nucstro pais, lo que mouvn el csludxo de dlclms cspccxes L e e P

cnlc ‘a”la’ dlt‘cultad dc accedcr a: mcdlcamcntos

En Méxiéo, debido % pnncnpnl

proporcionados por los Ccntros dc Salud Pubhca, a’ las condlcloncs cconémlcas y al cstado de

marginacién en que se ubica la’ mayor panc:dc Ia poblacién rural,’’ Ias plnntas'mcdicinales

constituyen una alternativaviable: parairesolver los problemas de”salud-de varios. grupos

étnicos®,

Por lo anterior ¢l estudio de- las plantas medicinales desde varios aspeé:tosvaﬁonn un
conocimicnto valioso ‘para su mejdr aprovechamicnto.: Asj el cstudio, de laﬂg:om’posicién
quimica en metabolitos secundarios de Casimiroa pubescens y €l conocihﬁcnto d‘é\lé .;xéiividad
biolégica de estos compucstos representa un aporte importante al conocimiento del género y

de prucbas potencialmente utiles medicinalmente.
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Dec este modo, en cl presente trabajo se realizé un estudio fitoquimico a las hojas y
semillas de C. pubescens para conocer la composicién quimica de la espccie, también se

propone evaluar la actividad biolégica de algunos de los metabolitos secundarios aislados.
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il: ANTECEDENT

1.1 Familia Rutaceae

La familia Ruraceae pertencce al orden de los Rutales, y estd integrada por alrededor
de 150 géneros y mas de 1500 especies, algunas de ellas de relevancia econémica®. Esta

familia esta dividida en siete sub fam‘xhas (rg 1), como se pucde observar en: In f"gum 1, en

donde: Aurantioideac, Rutoxdcac Y Toddnhoxdcne, son Ilamnda sub. famxlms mnyorcs.

Decbido a la 1mport:mcm comercial de algunas espccms estns se han estudiado desde ¢l

punto de vista qu:mlco. Por otro lado también sc. han rcahzado traba_;os quimiotaxonémicos

con cl objeto de relacionar la presencia dc algunos(mcmbohtos secundarios caracteristicos

dentro de diferentes grupos de taxa de la familia.

En las Rutaceas, se¢-han utilizado'como marcadores:quimio-taxonémicos a los accites
cscnciales, los alcaloides, las cumarinas, los flavonoides, los limonoides asi como a las ceras.
El uso especifico de cstos compuestos ha: permitido "apoyar exitosamente propuestas. de

clasificaciones prccxistcmcs“f 2
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Spathelioidcac 44— RUTACEAE ||———p Rhabdodendroideae

7N T

Rutoideac Dictylomatoideac  Flindersioideac Toddaioidecaec Aurantioideac
Fagara Dictyoloma Chiloroxylon Balfourodendron Aecgle
Casimiroa

Fig 1. Subfamilias de 1a familia Rutaccae '°
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11.2 Género Casimiroa

El génecro Casimiroa (Rutaceae) fue establecido por los botinicos mexicanos Pablo de

la Llave y Juan Martinez Lexarza en su obra Novorum Vegetabilium Descriptiones, publicada

en México en 18257,

"conformado por arboles 3 arbustos mcxlcanos y

El. género " Casimiroa estn

ccmro'lmcnc-mos que vwcn en: cllmas cahdos. dc concza morcna-x,rlsacea. salpxcada de

numerosas lcnucclas- dc ho_)ns altcmns. pccloladas, dlyladas, con 3’ a 5 foholos , rara vc4 16

7. Hojuelas lanccolndas.-subelipucas. ov:\lcs u obovadas,’ con pcmolulosconos oflnrgos,

glabras o mis o menos vellosas, con numerosas glindulas v:sxblcs por transparcncx

obscuramente aserrado-crenadas, con nervaduras prominentes cn el cnvés y zmaslomosadas,

cerca del borde, acuminadas, con ¢l dpice generalmente retuso y la base por Io comun cuncad'\
o redondeada, a veces incquilitera. Flores pequeias, blanco verdosas, i umsc‘(ualcs, en
paniculas axilares o terminales, sépalos cuatro o cmco, hxrsutos‘ pclalos cunlro o cmco.
valvados y frecucntemente revolutos; cstamibres (estériles: en la flor fcmenina) - cq igual
nimero que los pétalos, con los filamentos subulados e inscnadds nbajo dcl disco;' anteras
dorso fijas, clipticas u ovalcs, agudas en l'\ basc' ovano supcro. sésil, con uno o cinco loculos,
clara u obscur.lmcmc Iobulado. ovulos n\llnrc 3 cI l‘rmo ¢s una drupn de 2 a l’ cm, con lns

semillas en niimero de una a cmco, con testa. apcrgammad.x y reticulada’. L ,'

Las tinicas cspecies que son objeto de cultivo o semicultivo por sus frutos grandes y

comestibles son Cusimiroa edulis y varias formas de C. sapota. Las especies C. pubescens, C.
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pringlei, C. greggii, Cowatsonii, C. tetrameria, C. calderoniae y C. emarginata se encucntran

en forma silvestre. Las especies silvestres, gencralmente, no presentan problemas
taxonémicos, pcro las cultivadas y especialmente la determinacién botanica de C. edulis y C.
sapora han sido objeto de mucha confusién. Inclusive se ha mencionado que C. sapora forma

un complejo dificil de desentraiar por la presencia de numerosas formas, ya que algunas de

éstas no estdn bien definidas™

Se considera que el género Casimiroa esta conformado por dicz especics.

C. u-lrameria Millps.

C. pringlei (Wats.) Engl.

C. watsoni Engler

C. edulis L]a\;e ct Lex.

C. pubescens Ramirez

C. sapora Qerst f. typica

C. emarginata St. ct Stcyerm.

C. microcarpa Lundell

C. calderoniae Chiang & Medrano

C. greggii (Watson) Chiang

Debido a su valor comercial y a las propxcdades mcdlclnnlcs quc sc lc atnbuycn a C.

cdulis, ésta es la especic del 5cncro a Ia que se le hnn rcalxzado una mnyor cantidad’ dc

cstudios fitoquimicos. Por el comrnno. una cxlcnsa mvcsllg._,amon blbhogmf'ca rcvclé quc sélo

C. greggii y C. pringlei han sido cstudladas. Los rcsullados dc csta busqucda indican que los

10
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mctabolitos secundarios (cumarinas, flavonoides, alcaloides y limonoides) aislados y

caracterizados a partir de cstas especices, estin dentro de los diferentes tipos de compuestos

que caracterizan a toda la familia Rutaceae'®' ., Como puede verse son muy pocas las

investigaciones realizadas cn las especies del género Casimiroa y tampoco sec han realizado

estudios sistemiticos cn estas como para poder efcctuar estudios con fines comparativos.
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11.3 Casimiroa pubescens Ram.,

tax

11, 3. 1. Ubi

Reino: Plantac

Filo: AMagnoliophyra
Clase: Magnoliopsida
Orden: Rutales
Familin: Ruraceae
Género: Carsirju’iroa

Especie:’ Cn;imi'ioa juahuscenx. An. Inst. Med. N. 11. 19. 1896.

11. 3.2, Descripcion: (Martinez, 1951).

Casimiroa pubescens. Arbolillo de 2 a 3 metros de altura, inerme y ramoso, con las
ramas casi erguidas y rugosas; ramillas pubescentces; hojas alternas, tiesas, gruesas y_ coriiceas,

compucstas dec 3 foliolos ovales u ovado-oblongos, a veces elipticos ' u obovados, dc borde

ccrca dc la’ base,

cntero y finamente ciliado, en seco ligeramente revoluto, pnncxpa]mem

cm de largo por 2
cngrosados cn la base, articulados y pubcsccmcs. de 1.4 ad4cm dc laré,o. pcmolulos tdmblen
pubescentes, el de los foliolos centrales de 5 a 15 mm y los de los laterales de 4 a 7 mm.

Inflorescencias axilares o terminales, pubescentes y cortas, con ¢l raquis de 10 a 20 mm, con
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muchas flores aglomeradas. Flores en botén globosas u obovadas, de unos 5 mm de largo y de

color blanco verdoso. Pedicelos camoso-pubescentes, de 3 mm. Cadaliz de 5 sépalos,
triangulares y pubescentes; pétalos S de 4 a 5 mm, clipticos y grucsos; cstambres 5; antcras de
2.5 mm, sobre filamentos subulados de 3 mm; polen diminuto y esférico. Fruto esférico, en
seco depreso-globoso, con la sbperﬁcic finamente pubescente como la de un durazno, dq 4as

cm de diametro, y lleva a veces una protuberancia o chichén en ¢l dpice; es de color amarillo

anaranjado _en’ su:mad rcz con pulpa escasa, amarillenta y cremosa, . dulce

posiblemente - mis idable que - cualquier otro zapote blanco, :con. 5: semillas . muy
desarrolladas::en sccola seccién transversal del fruto se observa. pentagonal.:Las semillas

miden de 23'a 28 mm 'de l."u"gb por 16 220 mm dc ancho.

1L 3. 3. Nonibré coinl’lh,

Esta especie recibe los nombres vulgares de **zapote de rata™ en Querétaro y de *“zapote

cimarrén™ en Hidalgo.

1. 3. 4. Distribucion.

En México se ha recolectado en los estados de Guanajuato, Hidalgo y Querétaro.



ANTECEDENTES.

11.-4 Quimiotaxonomin.

Una de las grandes mctas dc la sistemiitica de plantas es ayudar a construir un sistema

filogenético verdadero que reflgje las relaciones naturales entre todos los taxa de plantas. Sin

cmbargo, esta no cs una tarea ficil de alcanzar a juzgar por los diferentes sistemas’de
15,16

clasificacién de las angiospermas que se han producido en los pasados 40 afos

quimicos que produccn. De! acuerdo a lo anterior:estos ompuestos quimicos que son uules

para clasificar a un conjunto de’ plnmas. se lcs consldem como camclcres qu|m1cos Eslas

caracteristicas estan 5,cnctICamcntc comroladns Y. ticnen'la vcnana sobre las morfoléycas de
quc pueden ser exactamente descritas en lcrmmos dc una estructura definida y una férmula
quimica configuracional. De cste modo s¢ ha‘ definido la quimiotaxonomia como cl estudio
de la distribucién de un grupo de qompﬁcstos o grupos de compuecstos biogenéticamente

rclacionados en una serie de plantas relacionadas o supuestamente relacionadas.

Para que un grupo dc metabolitos secundarios sea considerado como marcadores

quimiotaxonémicos es necesario que cumpla con los siguientes requisitos'”2°,

1. Tener una presencia recurrente en cl taxén considerado.

2. Presentar una variabilidad genética, intrinscca baja.
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3. Presentar caracteristicas en su estructura quimica que sean titiles cn la clasificacion a

diferentes niveles jerarquicos.

4. Que se conozcan las rutas biosintéticas de los metabolitos involucrados

5. Presentar una relativa facilidad de analisis.

6. Que sc puedan analizar en la cantidad y tipo de material biolégico disponible.

7. Ser quimicamente estables.
11.°4. 1. Consideraciones gencrales en Quimiotaxonomia.
Son muchos los ¢jemplos en los cuales los caracteres quimicos han sido utilizados con

éxito por quimiotaxdnomos expertos para clucidar relaciones naturales entre familias de

plantas. Sin embargo como se¢ ha hecho notar frecuentemente, la clasiﬁcacic’mr dc las plantas

: Las razones

debe realizarse utilizando caracteres quimicos y de otros campos en onJumo.

principales de esto son, por un lado, la escasez de camc(cnsucas qumuc.ss dlspombles para

comparar a niveles de familia y supcriores: y por otro, ]ado la dlf'cultad en sclccclonar c

interpretar correctamente a los caracteres quimicos. Albunos dc los factorcs quc causan estas

dificultades se discuten a commuacxon:

Una de las dificultades al usar caracteres qLu'micos para encontmf ‘relacioncs cntre taxa
supcriores tales como familia, ordencs, y arriba de cstos. es el hecho de quc pocas clases dc
compuestos poseen una amplia dlstrlbumén en las plantas, por lo- tanto se carece.de caracteres
para comparar. Una excepecién son los flavonoides los cuales ‘estan prcscmcs cn todas las
plantas vasculares, pero presentan la desventaja de que el mismo tipo de estructura tiende a

ocurrir en grupos no relacionados (casos de convergencia quimica)'®.



ANTECEDENTES.

La habilidad para sintetizar €l mismo compuesto quimico pucde ser originada
independicntemente en dos o mas plantas no relacionadas. Si el camino biogenético para

producir este compucsto es diferente en cada taxa, entonces ¢l mismo compuesto quimico

representa caracteres diferentes.

Sin embargo si el camino biosintético es el mismo, espccialmente si este compuesto es
relativamente ficil de sintetizar por la planta a partir dec un mctabolito primario tal como un

aminoicido de proteina; entonces, la tinica manera para decidir si la presencia de un cierto
constituyente en dos taxa csta basado en una relacién verdadera o en una convergencia,-es

sintctizados cn las plantas y a su vez le sirven para defenderse de factor@s del'medio ambiente,

imico téxico, el

posibilidades de sobrevivir; sin embargo, los insectos y microorganismos’ co'c‘volucionan"'con
‘La planta

nuevamente evoluciona a producir un nuevo tipo dc compuesto quimico el que su enemigo no

pucde, todavia, metabolizar.

16
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La variacién quimica dentro de una familia 6 a niveles superiores es un factor que no
permite escoger una o dos especies en forma aleatoria como representativas de la quimica del
grupo, por lo que cs comiin, dentro de la quimiotaxonomia, utilizar el concepto de *“tendencia
a producir cierto tipo de compuestos™. Esto indudablemente requiere de un buen conocimiento

de la quimica de todo el grupo bajo estudio y de las rutas biosintéticas de los compuestos.

Otro factor limitante es la carencia de datos quimicos en cncnos taxa. Aunquc algunas fnmlhas

han sido amphamcnlc cstudiadas, otras se han cstudmdo pam cleno upo de compucstos y de

algunas otras sc conocen pocos 0 ningun cstudio qunmxco. Aunndo a esto en-los ulumos aﬁos

se han cfectuado principalmente, estudios ﬁloqunmxcos bloactwnmentc dxngldos pcro no.con

fines quimiotaxondmicos. Esto significa que hay una tcndcncla z\_ a busqueda de nuevos

compiuestos con actividad blOlOglCﬂ. consccucnlcmcnle a prcscncla dc suslancms conocidas

gencralmente no se informa (informacién que seria de gran uuhdad en qunmlo!axonomla)

A niveles bajos de jerarquia taxondmica,, tal.como el de género o inferiores, los
metabolitos secundarios de plantas son muy titiles.y el niimero de caracteres disponibles para

realizar comparaciones es mucho mayor.
La quimiotaxonomia de plantas en el amplio sentido de la palabra, utilizando micro y

macromoléculas,  ha - contribuido - sustancialmente "al propésito. final de la sistemitica de

plantas: “la generacién del sistema natural™,’

17
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11. 4. 2.Mlarcadores qui en Rut

Dentro de la familia Rutaceae, Hegnauer, R., 1964 y Cronquist, A., 1981 han
mencionado como marcadores taxonémicos'> '*: a los acecites esenciales, los alcaloides, las
cumarinas, flavonoides y limonoides. Aunque también algunos autores®® han utilizado las
ceras, como caracteres quimicos. El uso especifico dc ceras, flavonoides, - alcaloides,
limonoides y cumarinas como marcadores quimicos de 1a familia de las Ruticeas se analizan a
conlinu:;cién: ‘ :

Norbdy y Nagy en 1977 emplcaron las ceras de las hojas y de la cascara dc los frutos

de 49 cultivares de . Citrues: (Rulaceac) En. cstos. estudios los autorcs encontraron que los-.

perfiles quimicos de alcanos cthlbl:m diferencias S|gn|ch|vas pura cada cumvar Tamblcn‘

encontraron que cada pcrt'l qu{mxco obtcmdo de la céscara de los frutos se. corrcspondm con

: as hojas.- Los autorcs indicaron quc las ccras e hOJaS son

los obtcnidos de las ceras d

cficaces como mar{:addrcsit:ixonémlcos Y que 'se rcqulcrc de'mucstras de: oblacxoncs
naturales que hayan " sido, v'rcco]cctadas con . suficiente culdndo tnl qixe las variacioncs
cuantitativas dentro: y entre poblacnoncs dcben ser trmadas como un dato cstadisuco ¥y no

como datos individuales®,

2. : - ) 3 - . . -
Skorupa, 1998%', con:objecto de proporcionar evidencias quimicas a la taxonomia decl
género Pilocarpus (Rutaceac), informaron sobre la distribucién de hidrocarburos en las ceras
cpicuticulares de hojas, principalmente los n-alcanos de 11 especies endémicas de estec género,

recolectadas en poblaciones silvestres de Brasil. La mayoria de las especics presentaron como

18
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componentes principales a n-alcanos de 29 y 31 atomos de carbono. A través del analisis de
conglomerados presentéd dendogramas con estos dos grupos, asi como las rclaciones de
afinidad entrc los taxa, los que ayudaron a definir la taxonomia del género?®. Estos
investigadores encontraron que P. jaborandi presenta un patrdn diferente de hidrocarburos de

ceras, debido a la presencia de relativamente altas cantidades del 1-fenil-5-vinil, 5,9-dimetil-

deeano.

Los . flavonoides. son los: constituyentes sccundario‘sb mz'us ampliamente utilizados cﬁ
cstudios taf(onémicos. Esto se debe en parte a su prcst':nciay u’i:ic;.m cn la§ plantas superiores y a
su  gran diversidad estructural. También ksorrx sustaﬂﬁcia‘s §u1n1icas estables, ficilmente
cstudiadas en muestras pequefias de plantas. o atin en delgados fragmentos de material de
herbario. Una razén h‘l:‘xs que completa sﬁ popularidad con los taxénomos de plantas es ’su
facilidad de Qnélisis por procedimientos rclativamente simples, ya que pueden ser detectados

por cromatografia en papel, cromatografia en capa fina bidimensional y cromatografia liquida

de alta resolucién.

LLos flavonoides se¢ h;n chplgudo como caracteres taxondémicos a casi todos los niveles
de la sistematica. Un cjgmplq de ‘cllc),‘ io constituye el género Citrus (Rutaceae), en el cual,
Albach 'y Rcdﬁianzs‘cvalﬁér{bn’ 48- Qariédédes dilc representaban 18: cspe.ciés' de . Citrus
rcconocidasv y 49 liipri%lés : aq IS cruzas ;lﬁfercntes.‘ El analisis se. realizé ‘a: través de
cromatografia cr; caba' fina y 165  rééu]tadog mostraron una consistencia cuali'tau:va y
cuantitativa de la composicic‘m‘ de ﬂavanrornas para cada especie y para cada cruza. Inclusive

las reglas que gobiernan la herencia de las flavanonas de Citrus se dedujeron a partir de la

19
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composicion de hibridos conocidos. Estas reglas acopladas con la composicion de los datos se

usaron para cvaluar las probables relaciones de diferentes varicdades y especies de citricos

Sin embargo, en un cstudio mds ambicioso, los flavonoides sirvicron para apoyar el
arreglo taxonémico propucsto por Swingle, en 1943, para la subfamllla Aumnnondenc . En
csta clasnl’cacnon, cl autor dividié a la subfamilia en dos lnbus‘ la tnbu Clauseneae (subtribus
Mlcromelmne, Clauscnmac y Mernllunnc) y la tribu Cnrcac (subtnbus: Tnphasnnac, Citrinae

v Bnlsamnocllnnac) Este apoyo ‘fue pos1ble. pnncnpalmcnlc. por cl andlisis de la variabilidad

cslructur'll de los ﬂavonoldcs mvolucmdos, rcnllzado por Gricve y Scora cn 1980.

Por otro lado, losrarlgialoides sc han propuesto como marcadores taxondmicos pero

tienen asociados: una' seric-de: problemas al ser utilizados con este fin. Entre cstos se

niencionan que tienen una distribucién limitada por lo que no se¢ pucde utilizar a niveles mas

altos de clasificacién. Las investigaciones generalmente se restringen a una clase particular de

alcaloides ya que presentan estructuras muy diversas. Waterman?’. trabajé con los alcaloides

de Rutaccac y ¢l noté que los datos cn gran medida son inconsistentes con la clasificacién de
la familia gcncmdn, por; los” trabajos. clasicos. Antc este problema. procedié a rcunir la

informaciéon de los alcalotdcs y otros mectabolitos sccund.nnos pnra pruponcr una ‘‘nueva

hipotesis t.n\onomlcn de hs subfamllms de las Rutaccac y Ios g,ru os ccrc.mos de las Rutnlcs.

Dreyer y colaboradores® propusicron el uso de los triterpenos del tipo limonoide como

marcadores quimiotaxonémicos, principalmente por la sensibilidad de estos compucstos en

20



ANTECEDENTES.

cromatografia en capa fina al reactivo de Ehrlich’s y su rclativaniente fiicil aislamiento a

través de la cristalizacion

Los limonoides, son triterpenos con 26 datomos de carbono que se encucntran presentes
en el orden de los Sapindales. Debido a la presencia de estos compucstos triterpenoides, asi

como dc otros carac!crcs Cronqunst menciona que las Rutaceae se encuentran agrupadas con

las familias Slmar -Meli. C_ncor"ﬂ"\f' -Ptacroxlaceac.

Dreyer y ¢ol.*® 2? encontraron una marcada correlacién entre los niveles de oxidacién
de los limonoides y su distribucién cn las tres principales subfamilias. Esto es, limonoides con
un grupo mclilo inlucto cn C-19 se encuentran cn especies de la subfamilia Toddalioidcac.

Mientras quc en la subfamilia Aurantioideae se cncuentran pequeilas canndades dc este upo

de llmonoxdcs y una gran cantidad de limonoides con ¢l metilo en C-19 o\ldado. Por ulumo

las plantas de la subfamilia Rutoideae contiencn limonina y sus productos de oxxdacnon como
la rutaevina y la diosfenol-limonina. De este modo las tres pnncxpalcs subfamllms puedcn
ordcnarse de acucrdo al incremento en la capacidad de ox1ducxon ;dc Ios hmonoxdes‘dc In

Toddalioideac a la Aurantioideae y hasta la Rutoideae.

Las cumarinas se¢ han estudiado con' fines taxondémicos en las Rutaceac®® 3!, Tal vez

cntre las caracteristicas ‘mas 1itiles para ser usadas cn taxonomia es su distribucién y su
variabilidad- estructural en los diferentes taxa. Las cumarinas sc han utilizado en un nivel
superior a la familin Rutaceae, obtcniéndose dos observaciones de naturaleza positiva.

Primero entre aqucllas familias que gencralmente sc consideran que constituyen cl orden
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natural de los Rutales (Rutaceae, Simaroubaceae, Meliaceae, Burscraccae, Cneoracecae y

posiblemente, Anacardiacecae), las cumarinas se les han encontrado solamente en las familias

Meliaceae y Rutaccae.

Dentro de las Ruticeas parece ser que no hay variacion significativa en la distribucién
del tipo de cumarinas entre las tres principales subfamilias. El namero total de cumarinas

aisladas: se: cn’cuent' ideac,: ngdalioi‘dcac v

Aurantioideac. - El.. aislamiento

piranocumarinas mucstra poca’desviacién 2 esta’ proporcién::

TESIS COW ]
FALLA DE URIGEN 2
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IL 4. 3. Quimica del género Casimiroa.

Dcbido a las propicdades medicinales que se lc atribuyen a Casimiroa edulis resulta
scr la especie del género mas cstudiada tanto desde el punto de vista quimico como
farmacolégico. Por otro lado, ademas de C. edulis solamente se han realizado estudios
parccidos a C. greggi y C. pringlei. Como un hecho. intcresante los metabolnos secundarios

aislados y caracterizados dc estas cspec:es son- dc los mlsmos npos quc caracterizan a toda la

familia Rutaceac.

Dec ' frutos 'y hojas. de C. greggiil sc:,han aislado: . B-sitosterol, y: los: flavonoides’

cerrosillina y 5,6-diméthiﬂnvona33, En un estudio. de Hojas®?.se aisld. cerrosillina B; .y de la

5.6,27.37.4%.6'

se aislaron lésr. ﬂd\'/onoidéS' zapotma, 56.2'-in‘ toxiﬂavoqa ;

g

(cerrosillina B)  y Ia' 563 4 5 6 hcxamctox:ﬂ

furanocumarinas: la 8-[(6.7- dlhldl‘O‘(l-3 7-d1mctll- -octcml)ox|] -psoralen lay 8- [(4-acclom-

3-metil-butil) oxi]psoraleno. Y tamblcn se mslnron cuatro ﬂavonas dc estructura novedosa que
no habian sido descritas en la literatura: la 5,3°,5-trimetoxiflavona, la 5,6,2°.3°-6'-

pentamctoxiflavona, la 5,2%,3°,4°,6’-pentametoxiflavona y 1a 5,2°,3°,5°,6 -pentametoxiflavona.
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Al estudiar la parte aérea de Cusimiroa edulis se han aislado los hidrocarburos cerotato

de camaubilo y hentriacontano®®; asi como los alcaloides casimiroina, eduleina, 1-metil-2-

fenilquinol-4-ona®®3?; y las cumarinas isopimpinelina y ¢l éster metilico de la escopoletina’®

De la raiz se han extraido la cumarina bergapteno®”; los flavonoides zapotina y 5-6-

dimetoxiflavona®® *!; los alcaloides y-fagarina, casimiroina,” dictamina, eduleina, edulitina,

- . 2
cdulinina, zapotinina®?>*2,

En la cortcza s¢ hzm encontrado los flavonondcs 5 6 dxmeloxnﬂavona. casimiroina,

zapotina®™ 3% los alcaloides y-fuganna. eduleina, cdulitma, cdulinina, skimmianina y

dictamnina; y la cumarina cscopolctma"‘ 373992 : : 3

Los foliolos presentaron ¢l flavonoide rutina y los aicaloides: histamina y Na-metil-

histamina®7 433537,

En las semillas dec C. edulis se han cncontrado triterpenos como la zapoterina, 7a-
.

obacunol y la obacunona; esteroles como el p-sitosterol y cl daucosterol'"’ 41, 45, 36, 87, 89

También se han logrado aislar las cumarinas como fclopterma, 5-1,crzm|l ompsomlcn 8-

geranil-oxipsoraleno, S-geranil-5 mctoxi- o'upsoraleno. y la 9 hldro'<|-4-mcto*u furano-(3,2,)-

benzopiran-7-ona®® 10 3748 87 Agi mismo scv‘han; detectado ;ylos ,ﬂqvonmdcs zapotina y

zapotinina®® *’ los alcaloides quinolinicos casimiroina, casimiroedina, edulitina, y edulinina®®

g, < - 2q.t - - - - P
- 40, 32095, 47, 38 B alcaloide N-benzoiltiramina®®; los alcaloides histaminicos N,N-

37.40,43, 44,497, 50

TESIS CON | .,
FALLA DE ORIGEN

dimetithistamina, N-metil-histamina y la histamina’
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Dc acuerdo con cstos datos, cabria csperar que las demdas especies del géncro
Casimiroa produjeran alcaloides, cumarinas y flavonoides, ya que como sc ha mencionado

constituyen los quimio-marcadores de la familia. Sin embargo, es factible suponer que cxistan

diferencias estructurales entre estos metabolitos.

Comeo puede- verse:son.-muy: pocas  las “especies del género Casimiroa estudiadas

fitoquimicamente. Por lo’ que,’ resulta: interesante  proporcionar datos: quimicos acerca de C.

centro del ais y' se dice que las semillas al

pubescens, ya que csta'especie s

igual que las de C. edulis conticnen una sust de propiedades soporiferas®.
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111. ANTECEDENTES FARMACOLOGICOS DEL GENERO Casimiroa.

Las plantas curativas -en la medicina mexica- cran clasificadas dentro de una particular

Poco o nada subemos de los principios

interpretacién de los fendmenos bioldgicos.

fisioldgicos del saber médico de aquella cultura, aunque parte de la herbolaria medicinal
prehispanica nos llegé a través de los primeros investigadores de la flora azteca durante la
Coloma. tales como: Francnsco Hernindez y Bemardmo de Sahagun, quiencs recogen en sus

manuscritos dalos sobrc las propxedndes que los hablmmes mdfgenus de entonces atribufan a

las plnmas.

Bernardino:d Saha n;'cxi su’ obra l-lisroria General de las Cosas de Nueva' Espaiia,

cscrita entré 540" 11580, dedica, unns lmcas a los zapotes (que-es :1a ‘forma’”como- se

fucra son verdes [} anmi’illas y pdr cnlro blan as y blandas- son muy dulccs, . uenen tres o

comen muchos.dan camams (dmrrca) Hay otros

cualro cuescos dcmro. blancos

zapotes que se Haman coclulzapall‘ -

El protomédico Francisco Hernidndez recoge €n su monumental Historia de las Plantas

de Nueva Espaiia, escrita a partir de 1570, una descripcién mas precisa de un zapote medicinal

¥ sobre todo decl uso que se hacia de las plantas:
TESIS CON
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“Del cochitzdpotl o tzdpot! somnifero. Es un arbol grande, desalinado con hojas como
de cidro, ralas y en grupos de tres, con tallos llenos de lunares blancos, flores amarillas y
medianas y fruto de forma y tamaiio de membrillo al que nuestros espafioles llaman zapote
blanco. comestible, de sabor agradable pero no del todo_saludable como alimento y con

huesos de almendra venenosa y mortifera. La cortcza dcl arbol es scea y un poco dulce con

cierto amargor; las hojas machncadas y apllcndas a los pczones dc as nodnzas curan las

camaras de los mfnntcs‘ los huesos quemado Y hccho polvo

suciio, de donde lcs vnenc el nombre

La descripcién de qu:’mdczs.','si bien intenta’establecer algunas caracteristicas de la

cspecie. adquiere importancia poiﬁ C combinada ‘con las indicaciones tecrapéuticas de la

¢época, panicularmcntc por la® mgc iosa dc ri c 6n:de la curacion de las diarreas de los

lactantes y que de a]guna mancra reﬂc_ja un: cf'caz via'de administracion oral seguida por las

indigenas mexicanas. En su npunle cslablecc c] uso dc ho_,as. scmillas y frutos con diferentes
propositos; mientras las hojas se uuhz:m para cl lrmamlcnto de 1a diarrca infantil, las semillas
(que al interior son consideradas vencnosas) lichgn utilidad como medicamento local cutaneo;
finalmente, ambos autores coinciden en quc’loAs" frutos llamados cochirzdpot! producirian
sueiio, sin sefialar con esto ningun detalle en particular, hecho que no deja de extraiiar sobre

todo porque cl nombre de la planta se fundamentaria en esta propiedad.
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ANTECEDENTES FARMACOLOGICOS DEL GENERO Casimiroa.

En 1896 cl doctor Jos¢ Ramirez dio a conocer una nucva cspecic, Casimiroa

pubescens conocida popularmente como “zapote de rata™ y que s¢ creyd tenia propiedadces

semecjantes a la de C.edulis.

En cl afio de 1957 no deja de ser importante referirse al primer estudio del zapote, en

donde sc hace hincapié sobre.la “cominuada mencién de los efectos Farmacoléglcos de la

. se: pane con el proposxlo de esclarccer dichos efectos.

Ia’ que’

planta™, informacién; d

Habiéndose -aislado N-bcnzoxmramma y conslderandosc emonces a;la® tlramma como un

pnnclplo acuvo del crgo( ‘se sugmé que los efectos dcl zapote ‘eran dcbldos a la prescncm de

esta suslnncm. sin proporclonar algln estudio farmacologlco a ‘. respecto Por otm parte, no

parcce haberse tomado cn: cuenta que In poblacxdn hace u, scnmmado dc las hOJns y

semillas de la planta, mientras se dedicaban grandes csfuc

Una de las actividades meJor evaluadas y comp obadas ‘de C'a:umroa edulls es su

actividad hipotensora, la cual sc ha observndo con, dxfercmes npos de exlractos prepamdos con

varias partes de la planta y en cspccml co Sc comprobé csta actividad por via

intravenosa, utilizando diversas cspccu:s dc ammalcs de cvcpcnmcmncxon (gato. perro, cobayo,

congjo y ruta).

Otras dos actividades:bici ,estudi:‘u‘l‘ﬁ's, comprobndas son su cl'cc(o cstlmulame sobre

el Gtero, observado con ex!raclos acuosos: y ctanollcos dc la plnnta, dcmostrado en tejido

aislado de ttero de gato, cobayo, concjo y adulto humano. La actividad emética del extracto

ctandlico fuc evaluada en perros por via oral.
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El extracto ctandlico de la semilla también presentd actividad relajante de los musculos
csqueléticos y estimulante de los mausculos lisos, procedente de varias especies animales

(cobayo, conegjo y gato). Por otro lado el fruto presentd actividad analgésica, depresora del

sistcma nervioso central ¢ hipotérmica.

Los extmctos ctanolxcos-ncuosos prepamdos a pnrur de las partes aéreas de la plan!a y

cvaluados en ratas, moslraron ctividad ‘ant nﬂarnnlonn y dlureuca mientras’ que el cxtraclo

mcnnohco-ctanéhco’de scmlllas admmxstrado por vta mtravcnosa, mostro acuwdad

hipotensiva y ‘un efecto cronotrépico negativo cny ratas,

En'lo quc respccta a’l c:dad de los c‘clrnctos sc obscrvo cl cfecto dcl extracto

alcohdlico sobrc Ia: prcsnon nncnal e 5 dc 0 2 g/kz, de peso, que ocasmnn

analgesia, dcprcsiénrdcl sistcn!n nervioso central; paro resplmtono y. la muerte por sobredosis.

La admxmstramén del cxtracto a pcrros a 1 osns dc Ig/kg dc pcso. causa vomlto

enfriamiento, mncuvxdad pamllsts y mucrtc po paro rcsplrmono. Por olra panc. la aphcac:on

oral de zapote blanco a concJas gcstantes rcvclé en: ln autopsm un abundamc sangrado vagmal.

Tmt.mdo de dclcmunar la LD o en; ratas se. cncomro quc ala dos:s dc a2, SAg/kg de

peso de rata,: se obscrvaban smlomas dc loxrmdad talcs como” pcrdlda dc Ia coordmacnon

muscular, asi como: pcrdlda del equlllbno, cmrc olros
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En 1897, e¢n el Instituto Médico Nacional de México un gran numecro de investigadores
dedicaron varios afos dec trabajo intentando dilucidar las propicdades medicinales del zapote
blanco. Ramirez (1897) describié la obtencidén de un glucésido al que llamaron casimirosa
(glucdésido mayoritario presente en las semillas del drbol de C. edulis con propicdades

hipnéticas y sedantes de los centros cerebrales)®?, sustancia presente en los extractos obtenidos

con mezclas de alcohol-agua de las scmillas dc C. edulis. Los cfectos biolégicos causados por

este glucdsido fueron: para]xSIs de Ia motllldad ]cnmud de las contracciones cnrdmcas,
pérdida dcl cquilibrio, aumento. de la sccrecu:Sn mtcslmal y Lnslncn, respiracién i frecuente,

pérdida de la sensibilidad . y muene por asfixia®®
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FLAMATORIA

IV, ACTIVIDAD AN

La palabra inflamacion deriva del latin  ‘flamma”, que significa fuego o
“inflammare’, prenderse o encenderse. En Grecia fue usada la palabra “phlogosis*®, que
significa drea inflamada®. Se entiende por inflamacién el conjunto de mecanismos

involucrados ¢n la repuesta de cucrpo frente a una agresidn, encaminados a eliminar al agente

agresor y reparar el daiio®.

normal y, cn consecucncia - cs’ bencfco pam «el org,amsmo. No obstnntc. en algunas

clinicas muy importantes®

La inflamacién.se divide -en tres : fases:” inflamacion aguda. rcspucstn inmunitaria-e

inflamacién erénica®. La inflamacién ~aguda constnuyc la rcspuesm mlcml a la lcsudn

tisular, causada por factorcs cndogcnos (fractum “de; .un hucso o:necrosis dc tc_udo), Y por

factores exdgenos, los cuales mcluycn varios tlpos dc dm"ios, mlcs como, daﬁos ancos [

mecinicos (quemadura, conadum). daﬁos q ImlCOS (cvposmlon suslnncms corrosnvas), dano

de

biolégico (infeccidén ;por' mxcro gnmsmos) 'y daﬁo mmunologxco A(rcacmones

hipersensibilidad). La’ rcspucst'l‘ nmunitarla, sc origina cu:mdo cclulas mmunltanamcnlc

componentes se activan en rcspucsm a microorganismos o suslancias antigéni ns"cxtraﬁas
liberadas durante la respuesta inflamatoria aguda 6 crénica. La falta de una oportuna

rcsoluciéon del proceso inflamatorio por persistencia del antigeno o agente agresor dentro de
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los tcjidos da lugar a Ia inflamacién crénica que llevara irremediablemente al daiio

permanente  de los tejidos, por cjemplo la artritis reumatoide, gota, asma, tuberculosis,
linfogranuloma venérco, ctc®. Las caracteristicas clinicas clasicas que comprende la
respucsta inflamatoria son rubor, calor, dolor, tumor y pérdida eventual de funcién del drea

afectada®'. A continuacién sc describc  brevemente - el origen dc. cada una de estas

manifestaciones.

La rﬁnnil‘cstacién-inicial _del proceso. es rnbor; yESc dcbe ala vasodilatacién que,

aumenta el ﬂu_)o sanguinco a la 7ona afcctada. Estc mccamsmo ‘tiene por objeto asegurar un

adccuado summxsxro. al smo dc agrcsmn, dc factorcs plnsmancos como anticucrpos,

mcdmdorcs de la: mﬂamacxon. ctc.. y dc cclulas como pohmorfonuclearcs o macréfagos. El

incremento dc ﬂuJo sangumco en Ia zoma afcctada trac como consecuencia ¢l aumento local de

temperatura o: ¢ Ior. El tumor 0 hmcha?on, ocurre como consecuencia de la exudacién de

liquidos y Ia mlgmcxon dc cclulas dc los capllnrcs hacm los tejidos. Al exudado plasmatico

sigue cl proccso de mFltrac on cclular quc en - las- primeras’ horas esti® dado por’
pohmorfonuclcarcs (Pl\st) (nculrof'los, cosmorlos Yy basoflos) ¥y lucgo por macrofabos Y

linfocitos. I‘mnlmcntc, el dolor se dcbc a la activacién del sistema - de las cininas y dc las

e
prostaglandinas®,
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1V, 1. Mediadores de la inflamacién.

Se¢ denominan asi, a una seric de compuestos quec actiian como mensajeros entre las
células involucradas, cllos activan una apropiada respucsta inflamatoria cuando son liberados
por algunos tcjidos dafiados®'. Son producidos directa o indirectamentc por las células antes
mencionadas o se¢ derivan de otros factores humorales. Se dividen en dos grupos principales,
los primarios o proteinizados, que a su-vez pueden ser de origen celular o llumbfal, y los

secundarios, sélo de origen celular®?

* Mediadores prlmar os . dc orlgcn celnlar.. Se. cncuentran ~en~ los - granulos
cuoplnsmmlcos o hsosomns de lns células fa&,ocmcas y de los mastocnos. Dc los fagocnos

salen por deg ulacxon cxtcm1 mducxda por diferentes cstlmulos I'su:os. quimu:os u

hormonales; ‘la Iast: s .y col ambos dafan tc_||dos. La catepsina G actua sobrc los

factores C3 y CS dcl ‘complemento - generando C3a -y C5a.. La laclofcrrina. induce Ia

produccién - de’ radlca]cs hxdroxlhcos 2. De los mastocitos’ y basof‘los sc onglnnn. por

degranulacién - inducida . inmunolégicamente (IgE), por l'actorcs stcos o por fnctorcs

quimicos, ' los . siguientes mediadores: la Ilismmina. quc rcprescma cI mcdlador dc la

vasodilatador, aumenta la pcmmabilidad cnpilar mducc a

hipotensién  sistémica. Por tltimo, la serotonina, que influye aumcnmndo la permeabilidad

vascular y vasodilatacién®
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Mediadores primarios dec origen humoral. Sc derivan de los sistemas del

complemento, coagulacion y quininas®?. Decl complemento, por accidén de la catepsina, s¢

originan polipéptidos anafilotéxicos, como Cd4a, C3a, CSa, quc incrementan la permeabilidad

i de lacién, sc origina la

capilar y facilitan la liberacién de histamina®. Del

i Del: si: de las cininas activado por cl l’actor de Hageman, se

fibrina y el
produce br'ldicldlna, esta’ incrementa la permeabilidad - cnpxlar, produce vasodllatacmn y

dolor, por estimulos sobrc lns tennmacxoncs ncrwosas"""z'

* Mediadores sccundarios, su sintesis cmpiéza una véz quc‘ln respuesta inflamatoria

).‘uno dc lbs ﬁediadorcs

sc ha iniciado®. De los macréfagos se origina la lnlerlcncinn l (lL-
mis importantcs, responsable de la induccién de Fcbrc, csumula la producclén dc prolcmns de

la fase aguda de la inflamacién, tales como: la prolcmﬂ C rcactwn (PCR), Ia cual aparcce

dentro de las primeras 24 horas del proceso mﬂamatono ag,udo’ ésta mcrcmenla la fagocltosns
y se adhiere a linfocitos y macréfagos; l‘hrm()geno la I‘ormaclon de rbnna a mvcl tisular,

aisla los antigenos, formando a su alrededor un gcl protcclor' pro(clnn A sérlcn dcl amiloide,

que adquicre importancia en procesos cromcoss' o2 Dc los pohmorfonuclcarcs, macrofagos y
células endoteliales, se originan los elcosanondes (PGs, LTs. TXs), lmportamcs mediadores de
la inflamacién y punto clave en cl lr;ntamxcmo dc 1a-misma. Dc los macréfagos se produce el
factor de necrosis tumoral (TNF), tambiép ci)‘nocidc;lcom{a linféloxinn y caquexina®’, potente
mediador de la fase aguda de 1a inflamacién, csumula Ié siynlcsis de PGE;, y dc proteinas de la
fasc aguda, ticne efecto citotéxico sogrc céluias tumorales®. Del mclabolisrpo del oxigeno,
activado por degranulacidn externa de los polimorfonucleares se originan: el superéxido, los

cos ("OH), cl peréxido de hidrégeno (Ha0,) “

radicales hidroxil
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Eicosanoides. Son productos de oxidacién de dcidos grasos insaturados, posecn
importantes actividades biolégicas, algunas de las cuales ticnen que ver con el proceso
inflamatorio y la respuesta inmunec. El acido graso precursor mais importante es el dcido
araquidénico, compuesto de 20 dtomos de carbono (dcido 5,8,1 l,14-eicosatelmcnoico)“. El

Acido araquidénico sc deriva de alimentos o es smlcuzado en el cucrpo ‘a panlr del acndo

linoleico®’.. Se almacena en los lipidos de membranas cclulares y, estc’nﬁcado “fosfolimdos'

. En algunos lxp

(PLC) y diacilglicerol lipasa®

manera, la sintesis de clcosanoxdcs pucdc mlcnarse p

incrementen el nivel de calcio mtmceluln

transduccion de seiial, mcdmdo por

ciclooxigenasa, Ilpooxxgenasa, cpox:gcnasa P450 y vxa radxcnlcs Ilbres"’ s fg. 2. :
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Fisico

Estimul Quimico

Inmunolégico

Fosfolipidos de la

membrana celular

v
4(Ca*]

A/ \A Fosfolipasa C

Corticosteroides Fosfolipasa Az
Diacilglicerol
] .
) . DC lipasa
Acido araquidénico
jp BEE R ¢ =N COOH -
AINE _10< S R
l Jro a3 14 . 15 Y A 19
CiclooxXigenasa Lipooxigcq.nsa o ‘ Endopcro.iidnsa ) Radicales
P 450 libres
Prostagandinas HPETEs Epdxidos Isoprostanos
HETEs

Prostaciclinas

‘Tromboxanos

Leucotricnos. lipoxinas

Fig. 2. Liberacion y metabolismo del dcido araquidénico y sitios de accion de farmacos

antiinflamatorios
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Prostaglandinas (PGs). El nombre de prostaglandina deriva de “préstata™, ya que cn
un principio se pensé que sc originaban en la glindula prostatica®®3, Actualmente, se sabe
que, cstos compucstos se cncuentran ampliamente distribuidos en pequeiias cantidades en
todos los tejidos y liquidos corporales®®. Son considcrados como hormonas que actian
localmente, cs decir, cerca de su drea de sintesis. Presentan un nmplio espcctro de actividad -

biologica, influyen en la agregacién plaquctana. mtervxcncn ‘en proccsos lnflamatonos,

inhiben las sccreciones gastricas, influyen en los aparalo cproduct res.,cshmu]an las -

contracciones uterinas en ¢l parto, entre otms"""’

existen se distinguen por

cjemplo PGE;y PGH,, clc, y el subindlcc lﬂdl

Las prostaglandin:is se biosintetizan a_partir_del® dcid i‘aquidénico poi‘ 1a accién

inicial de la enzima prostaglandina cndopcréxido‘sihtetaéa.AExnsten ‘dos xsoformas de. csta

enzima. la PGH sintetasa-1 tambicn. llamada COX-l. v la PGH ‘sintetasa-2 cyomunmcntc

nombrada COX-2%."

La PGH sintctasa, ¢s una enzima bifuncional que tiene dos actividades distintas sobre

cl acido araquiddnico: (1) ciclooxigenasa y (2) pcroxidasa(". En la primera, ambas enzimas
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(COX-1 y COX-2), promucven la captura de las dos moléculas de oxigeno, una para formar el
anillo endoperéxido cn C-9 y C-11, y otra para formar ¢l grupo hidroperéxido ecn C-15 dando
lugar a PGG:. La segunda actividad involucra una reduccién de peréxido para dar PGH: con
un grupo hidroxilo en C-15, que es esencial para la actividad biolégica®®. Ambos

endoperéxidos son quimicamente inestables, pero pueden ser transformados enzimaticamente

a partir de PGH; cn una variedad de productos quc |ncluycn PGlz. PGD;. PGE3, o TXA:. (fig.

3). Las prostag,landmas quc ‘actiian como r
PGD», cstas son rcsponsablcs dc I : i

mﬂamacxon nguda"""’ Ademas, .

la  via

TROMBOXANOS : (TXs). - S Snico - por -
ciclooxigcndsaf (I'ig’.3).:jg El uTXAz.fco'm‘of mediador, 'nﬂ"zimﬁc'ién‘, es’ un- potente
vasoconstrictor, su's“ni\'i'cles'.aum:n’tan" “en la.infla 1 n aéyl(xalt p‘rérv'ini'éndo

hemorragias®

LFUCOTRIFNOS (LTs). Sc genecran dcl ncxdo amquldomco por accién de la
lipooxigenasa, que lec agrega un cndopcromdo cn C-S o C-12 1,cnernndo los acidos
hidroperoxitctranoicos . (HPETESs). los.. cuales -se. convierten - rapidamente - a acidos

hidroxiecicosatetracnoicos (HETES) y leucotrienos®'"® fig.4.
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Como mediadores de la inflamacion, el LTBs y 5-HETE, cxhiben una fuerte atraccién
. Los

quimiotactica para los polimorfonucleares que se acumulan cn ¢l sitio afectado®

leucotrienos, LTC,, y LTDy, incrementan la permeabilidad capilar"".

—— COOl

H

ACIDO ARAQUIDONICO
J ciclooxigenasa

(la. oxidacion)

e —— COOH
o=
~ p\Ven
o=0o

(o]
: : HOOC
ciclooxigenasa
) (2a oxidacisn) [o3
O, B T, N T rGi, PGl,
[ellln = . P T N
o " sintetasn P == T
I OH oH
ou
croxidasa *
e o PGE;
Orivery ,--"\__/\/\——Coo” PGE; ‘JW_COOII
O P i sintetasa ) P el e
i
&n PG, ud &
TXA-
sintctasa oy
f e T )
At — coon PGD,
O
/\/\/\/ /\/\/\/
O = T sintetasa T
on o &
TXA; OH
Fig. 3. Biosintesis de prostaglandinas v tr boxanos. (PGH sintetasa*, cnzima
bifuncional)
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ACIDO ARAQUIDONICO
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Agentes antiinflamatorios. Los farmacos que inhiben algunas enzimas que participan

en Ia biosintesis de cicosanoides, ejercen accién antiinflamatoria®

Los corticosteroides pueden bloquear la sintesis de cicosanoides, porque estimulan la
sintesis dc¢ lipocortina, un inhibidor proteico de la: PLA;, de esta manera, impiden la
liberacién del dcido araquidénico disminuyendo apreciablemente la produccién de PGs, TX, y

. 03 s S . k %)
LTs que intervicnen en el proceso inflamatorio®2®%.

La terapia con g,lucocorucoxdcs. I'armacos antiinflamatorios esteroidales (AlEs o
SAIDSs). usada en artritis rcumalondc, en ln medlda de lo posible deberia evitarse ya que estid
asociada a un ampho r'mg,o de - cfcctos sccundanos adversos que dependen de la dosis y
duracion’ del lnmmlcmo. talcs como ostcoporosns, degeneracién de la corteza suprarrenal,
ulceras g:‘\stric:\s. glaucbnmn;'hipcrtcn'sién';'obcsidad, impotencia, entre otros®'*®. Algunos AIE

son: Bctnmclasona. hldl’OCOl‘llSOﬂ:\. paramectasona, - metilprednisolona, tramcinolona,

cloprednol, prcdmsona‘ dcﬂamctasona. :

Los farnmacos  antiinflamatorios no . esteroidales (AINEs o NSAIDs), como la

aspirina. bloquean la formacién de' PGs'y. TXs . por inhibicién de la - enzima ciclooxigenasa,

pero no inhiben los productos del dcido araquidénico via lipoxigenasa®.

Existen 2 formas de la'cnzima ciclooxigenasa conocidas como COX-1 y COX-2
(fig.16). La COX-1, es una enzima vinculada a la produccién de -las prostaglandinas

fisioldgicas cn ¢l rifidén y en el estémago, su activacion da lugar a la produccién de
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prostaciclina (PGI2), quc cuando es liberada por el endotelio vascular, es
antitrombdtica y por la mucosa gastrica, ¢s citoprotectora. Mientras que la enzima COX-2,
esta ligada a la produccién de prostaglandinas c¢n el sitio de inflamaciéon pero no en otros
sitios®™ 70,

Los farmacos AINEs actuales inhiben prcfcrcnlcmemc la COX-1 (Fig 2)y.no son

sclectivos®? Los inhibidores selectivos de Ia anImn C OX 2 puedcn tencr mc_jorcs pcrf'les de

scguridad baslromtcsnnalcs y renalcs .jmuy uu]cs en Ia tempm dc Ia mi‘lamacmn crémca. ya

quc podrian ser an(nnﬂamatonos sin los efeclos secundanos quc reduccn la funcnén renal -]

cJemplo, mcloxlcam. mmesuhd Y etodolac que

producen ulccracnoncs g,astncas como P

inhiben prcfcrcntcmcmc la CO)\-””'" ; '




ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA.

I Estimulos fisiolégicos

Estimulos inflamatorios J

COX-1

Constitutivamente presente en

muchos tejidos

TXA 2 el PGE

funcidn plaquetaria funcion renal

prostaciclina (PGIz)
- citoprotectora (mucosa gastrica)

- antitrombética (endotelio vascular)

COX-2

Inducida en respuesta a los

estimulos

Protcasas
- .. Prostaglandinas

- Otros mediadores inflamatorios

INFLAMACION

Fig. 5. Isoformas de ciclooxigenasa, COX-1 Y COX-2.
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1V. 2. Potencial antiinflamatorio de flavonoides.

En afios rccientes se han hecho diferentes estudios para determinar el potencial
antiinflamatorio de los flavonoides’. Se ha observado que los flavonoides cjercen su
actividad antiinflamatoria, ya que muchos pueden modular la sintesis de prostaglandinas,

funcionan como inhibidores cnzimaticos y también tienen propiedades antioxidantes®'.

Algunos ﬂavonoidgs pus ‘d'en,md_duléxr la S}l’nt}er‘sis de pros!aglandinas por inhibicion de
las enzimas que parlicip’an‘_cij’l:‘c‘st'c" ‘p‘i:fé'ces’o‘.~’i’<:x'islicn-aquéllos que pu:v:;dcn:;inhbibyir Ig enzima
ciclooxigenasa, como'p"oi' éjémﬁld Ia ﬂannoné. hc;pcretina, flavona y :g;ulnngina'is‘7ﬁ. Miémms
que otras pueden inhibi.n’ lai enzlmn Vlrrltp:doxriygbena‘s:i. entre cllas se ticnen a la fisctina, quéfcélinn,
ramnctina y miricetina?; Adcm:is;' la’ quercetina también cs un buen inhibfdor de’ la

fosfolipasa Aa.

Otra de las enzimas que puedcen inhibir los flavonoides es la enzima fosfodiesterasa, la
cual cataliza la descomposicion del AMPc y, como los firmacos que elevan los niveles de
AMPc  tienen accién antiinflamatoria, los flavonoides que fomentan niveles elevados de.

AMPc también actuarin de manera similar, como por ejemiplo la amentoflavona®'.

Los flavonoides también pucden manifestar propiedades antiinflamatorias a.través de
su accién antioxidante, que les permite actuar contra ¢l daiio tisular, debido a la formacién de

radicales libres generados como subproductos de las rutas ciclooxigenasa y lipooxigenasa. Su
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potencial antioxidante radica ¢n su capacidad de captar radicales libres, como por ¢jemplo la

catequina, rutina, morina, cianina y delfina®'.
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VIDAD ANTIOXIDANTE: Radicales libres.

Los antioxidantes sintéticos fueron hasta hace poco los miis populares y ampliamente
utilizados; sin embargo, este hecho ha ido cambiando dcbido a la preocupacién existente
respecto a su seguridad para 1a salud tanto humana como animal. Esta situacién ha estimulado
la investigacion sobre sustancias de origen natural con actividad antioxidante; ¢l creciente
interés por sustituir cn los alimentos a los antioxidantes sintéticos por naturales, junto con la
linea dec opinidn de que lo natural es mis recomendable y sano, ha llevado a la biisqueda de
fuentes naturales como materia brima para la obtencién de antioxidantes. Por tanto, su bajo
costo, y la potencial riqueza de los vegetales en sustancias saludables abren ﬁn ;lmi)]ib céxxﬁpo

de investigacion en el sector de los antioxidantes, con perspectivas a nivel inicluso curativo.

Los compucslos fcnohcos actiian como antioxidantes pnmanos por donacnon de un
hidrégeno a los radlcnlcs libres, generiandose un radlcal Ilbrc anuomdame dc ‘mayor
estabilidad dcbido a la deslocalizacién del electrén desapareado’ en cl anillo aromatico. Entre
los compuestos fendlicos podcmos mencionar a los isoﬂavonoidc§ vy flavonoides que se
cncuentran generalmente en la naturaleza en forma de glicésid;ﬁs y a los acidos fendlicos.

Ademas de capturar y estabilizar radicales libres aclivamcmc, otrds factores como la

absorcion caracteristica de luz ultravioleta y la capamdad para quelar melales contnbuycn

significativamente a la actividad antioxidante de los mxsmos. La inhibicién de enzimas

prooxidantes como la lipooxigenasa también cs atribuida a estos compuestos.
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V. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE: Radicales libres.

Los antioxidantes sintéticos fucron hasta hace poco los mis populares y ampliamente
utilizados; sin cmbargo, cstec hecho ha ido cambiando debido a la preocupaciéon existente
respecto a su seguridad para la salud tanto humana como animal. Esta situacién ha estimulado
la investigacién sobre sustancias de origen natural con actividad antioxidante; el creciente
interés por sustituir en Ioskaliméntos‘ a los antioxidantes sintéticos por naturales, jumyo con la
linca de opmlén de que lo nulural es mds recomendable y sano, ha llevado a lu busqueda dc
fuentes naturales como matcna pnmu para la obtcnmén de nnuox:dames. Por !anlo. su ba_|o
costo, y la potencial riqueza de los vegctalcs en sustancias ’saludabvlcs abrcn un amplxq cqmpo

de investigacién en el sector de los antioxidantes, con perspectivas a nivel incluso curativo.

Los compuestos fendlicos actdan como nnuomdamcs pnmanos por donacxon de un

hidrégeno a los radicales libres. gencrindose ‘un radu:a] lxbrc anno

estabilidad debido a la deslocalizacién del elcctron desaparcado cn el amllo arom;mco. Entre

los compuestos fenélicos podemos mencionar. a los lsoﬂavonmdcs y ﬂavonondcs que se

encucntran gencralmente en la naturaleza en_forma de glu:osxdosﬂy a:los dcidos fendlicos.

Adcmis de capturar y estabilizar radicales Iibrc actlvhméntc,-olros factores como la
absorcién caracteristica de luz ultraviolcta y la cnpncndad para quelar metales: contribuyen
significativamente a la actividad anuowdantc dc los mismos. :La mh:blcnon de enzimas

prooxidantes como la lipooxigenasa también es atribuida a estos compuestos.
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Los radicales libres son moléculas incstables (perdieron un electrén) y altamente
reactivas. Su misién cs la de remover el electrén que les hace falta, de las moléculas que estan
a su alrededor para obtener su estabilidad. La molécula atacada (ausencia de un clectrén) sc
convierte cntonces en un radical libre y de esta manera se inicia una reaccidn en cadena que

dafara muchas células y puede ser indefinida si los antioxidantes no intervienen.

Los procesos normales del orgamsmo produccn rndlcalcs lxbres como cl melabohsmo

de los ahmcmos. ]a rcsplrac:on y ‘el c_)ercncxo. amblén cstamos cxpuestos a. elcmcnlos del

mcdxo amblemc que crean: radicales ‘libres como ln poluclon mdustnal labaco, radlacxén.

medlcamcnlos. ﬂd!

los mis comuncs.

Las: célu]ds dcl‘sis’lcma inmune crean

ibres:son dailinos:

reproduccion celular.. En.el interior de I.l ccluln, los radlcnlcs llbres atacnn cl DNA (mmennl

genético) que provee Ia ‘matriz para la rcpllcacnon cclular, lmpldn.ndo a Ia célula su

reproduccion.
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Los radicales libres contribuyen al proceso del envejecimiento cuando toman ¢l

clectrén que les hace falta de las células del tejido coligeno de la piel. Como resultado, la piel

picrde su elasticidad y luce scca y arrugada.

Los radicales libres también pueden contribuir al crecimiento anormal de las células, al

perder éstas la capacidad de *“reconocer™ las células vecinas. Esa proliferacién sin control se

produce en los tumores benignos o malignos (cincer).

Muchas enfermedades crénicas se hnn hgndo dlrcctamente con los radlcales hbres.

como la cnfcrmcdad cardiovascular, Alzhelmcr, accndcnte vascular ccrcbral *, hepatitis,

hipertension, artritis . reumatoide, lupus, dmbetes mclhtus, cnferrnc ad pcnodontal colitis

ulcerativa, atcrosclerosis, fallo renal crénico 'y muchns o

Los antioxidantes son sustancias que:tienen:l capacidad ‘de’ inhibir la Joxidacién

causada por los radicales libres. Unos actian:a nivel intracelular y otros cn la membrana de las

células, siempre en conjunto para proteger a los difcrentes 6rganos y sistcmas.

Son clasificados de acucrdo a-'su traba_,o y a su locallzacxcn. Pueden ser enzimas

naturales, antioxidantes obtenidos en la dicta o annoxnd'mtcs famlacologlcos.

En el ambiente intracelular tencmos. antioxidantes naturales:: catalasa, glutation

peroxidasa y superéxido dismutasa. La enzima glutation peroxidas contiene selenio en forma
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dc sclenio cisterna y ayuda en la prevencién de la formacion dcel radical hidroxilo, también

regenera la vitamina C, que a su vez regenera la vitamina E.

En ¢l plasma sanguinco cncontramos antioxidantes naturales (proteinas) como Ia
trasferrina, lactoferrina, ceruloplamina y albimina. Estos antioxidantes naturales estdn

disminuidos en los pacientes con diabetes.

Otros anuowdames encontrudos cn el p]nsma sangumco 0 sucro.son la bilirrubina,

dcido tirico, vitamina C, v:tamma E beta cnrotcno mclatomna. ﬂavonoxdes Y cslrog,cnos. Los

minerales sclcnlo y zmc tamblen Juez,an un; papel lmponamc en el orgamsmo como

antioxidantes.” .i_,,' LA oL

Los ﬂavonoides son. ;compucslos polil‘cnélicos cnconlmdos en las'p]antas, asi.como cn

frutas y vcgctales quc son cxcclentcs anuo'udantcs. Comunmcnte se.encuentran también en el

té (pnncnpalmcntc lc verde y en el vino,

La producmén de anllo‘cldamcs naluralcs b los annovudamcs quc se. obuencn con la

dllmcnlaclon. no - ‘s, suft:lentc pnm muchns pcrsonas. En algunas condlcmncs como la

polucion amblental el fumado, comlda rica en allmcntos proccsados y otras, habra una
produccién mayor dc radxcalcs llbrcs que los quc el cucrpo nommlmenlc pucdc combatir y

sobrevience la enfcnnedad yel cnvc_jcmmlcnlo.
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ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE: Radicales libres.

La salud empicza en cada una de nuestras células, que estin cn un proceso constante

de renovacién, reparacion, reproduccién y autodestruccién””

Basados cn esta capacidad se han desarrollado distintos métodos de cvaluacién de la

quc se denomina aclividdd antioXidnhtc global, generalmente basados en la cvaluacién de la

capac:dad de caplura dc radxcale ’Ibl‘CS o .en la ecvaluacién de su capacxdad reductom,

correlacionados los resultados de ambos métodos. De hecho, los métodos
permiten, cn general, obtener buenas correlaciones entre la aclividad‘hntio. dante’y: Ia vxda‘
media de los productos, pero sélo pcrmncn ligeras apro‘(lmntﬂoncs a sus cfcctos protectorcs

de 1a salud, que son evaluados por los métodos bioldgicos.
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VI. ACTIVIDAD CITOTOXICA. Compucstos antic e

El cancer sc caracteriza por la existencia de células que han sufrido un cambio en los

mecanismos de control que regulan su capacidad de diferenciacién y de proliferacién.

Cada célula proliferativa atraviesa un proceso seccuencial de crecimiento y

diferenciacioén con las siguientes fases:

* Fase G1: reposo presintesis.
1: reposo p

* Fasc S: sintesis de ADN

* Fasc Ga: periodo postsihtcsis de ADN, durante ¢l cual se sintctiza ARN y proteinas.

* Fase M: mitosis. -

Una vez, terminada la divisiéon celular,. la célula puede; Emrai' en un’estado de reposo

prolifcrativo ‘com'p;lcto,:y bermancnté (fase Go)."cnlrm"w’en cl pch’odo’dc; rép'voso». relativo

postmitético (G1): o e‘xjdcrf-t‘mal‘memc su-.capacidad reproductora y sufrir un 'prbccsb de

diferenciacién. ‘Las lulas cn’ fasc G contribuyen a la masa tumoral, son resistentes a la
terapia farmacoldgica, no estin diferenciadas y perduran mientras las condiciones nutritivas lo
permitan, en- determinadas circunstancias pueden pasar a la fase Gj contribuyendo a la

actividad proliferativa.
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Todus nuestras células tienen genes encargados de la regulacion del crecimiento y cada
vez que una célula al interaccionar con un agente externo sufra dailo en su armonia genética,
cstos genes y sus productos proteicos inducirdn una reparacién inmediata del dafo y si no
pueden influir en la reparacién enviarin a la célula a la destruccién para evitar la expansion
clonal del dafio genético, estos son los llamados genes supresores de tumores o antioncogenes,

entre los mas estudiados estdn el p53 y el Rb.

El y:n p53 es denominado cl gran guardum del Lcnoma hum:mo. csta implicado cn el

control del ciclo celular'y ante cunlqluer nltcrnclon gcnetxca pamhza cl cu:lo celular hasta su

restauracion o ellmmacnon cclular. El Rb .ante: Ios daﬁos gcnéucos parallza el ciclo celular en

Gl. Estos genes supresores |mplden quc se clonen los crrorcs gcncncos inducidos por la

interaccién con agentes. cxtemos. Cuando estos genes y sus- productos sufren- dafios por

mutaciéon o inhibitorios la celula plerd

su proteccxon y se: pucden dcsnrrollnr tumores

malignos.

Otra familia de g:ncs relacmnados con cl control dcl cxclo cclulnr la constl!uyc los

protooncogenes que controlan Ia prohfcracnoh y dlrerencmclon ce]ular, ‘cuando ocurren

mutaciones u otras ' altéraciones a este  nivel. cl protoonco;,en pasa a: oncogcn 'y cstos

desencadenan seiiales mitogénicas que cscapnn a los comrolcs de regulncnon nommles dc la

célula y sc induce la formacién de tumores malignos. Los produclos dc los proloom:ogcnes

ticnen diferentes funciones dentro de la célula, pueden ser’ factorcs de crcmmlcnlo como ci
Factor de¢ Crecimiento Epidérmico (EGF) y ¢l PDGF, pueden funcionar como receptores de

membrana (EGF-R), ademis cxisten receptores intracelulares que responden a las hormonas
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esteroides, la célula interpreta la sefial (transduccion) y envia scgundos mensajcros que
pucden alterar la transcripcién ya sca permitiendo que se¢ expresen nucvos gencs o
modificando la expresion de los activados. Los protooncogenes pueden ser activados a
oncogenes por mutaciones, por inserciones de genomas virales, translocaciones y

amplificaciones. La alteracién'de los genes.supresores .y protooncogenes,: que controlan la

c éii\bép del proceso de

proliferacion  y . diferenciacion celular ha'dcﬁ'lostfndq"scr el prime

mahgmzacxon, d “hacia el cofnrol 'y

rcparucxén dc cstas nhcraclones genétic

En los ulumos aﬁos 7'los productos naluralcs. hnn comnbmdo de mancm,dcstacada al

periodo’®, Algunos anticancerigenos dec origen  vegetal con’ aplica

obtenidas de Catharantus roseus G.Don., Podophyllotoxin dc_Porlokhyilgim.»»kéltatu(hEL.. y

Camptothecin de Campotheca acuminata Decne 7

Sc ha demostrado recientemente que las cumarinas'y algunos de sus derivados ejercen
actividades citotoxicas en varias células tumorales de humanos. Por gjemplo, estas sustancias,

sobre todo el dAcido o-cumdrico, muestran actividades citotdxicas contra la linea celular del
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mastocitoma P815 a una concentracién > 100 mg/ml. Esta accion citotéxica no era debida a la
induccién de macréfago contra P815 ni debida al descargo aumentado de las citoquinas TNF-
¥y IL-2, sino a la apoptosis. De hecho, los efectos citotdxicos observados de la cumarina y sus
compuestos relacionados fucron acompanados por caracteristicos cambios morfolégicos en la
apoptosis: nicleos brillantemente condensados rojo-fluorescentes observados por microscopi:i
de fluorescencia, la reduccién de volumen de la célula, condensacién de cromatina nuclear,

fragmentacién nuclear y cucrpos apoptdticos.

Los . inhibidores - de ,I_u' topoisomerasa, agentes alquilantes, antimetabolitos y
antagonistas hormonalcs, :‘pued'er;,i'ﬁdkucir apoptosis cn células tumorales. Sin embargo, estas
sustancias también ni;tunny cn el ciclo ceclular de células' normales. La apoptosis es
caracterizada ‘como un -n';ecanismo patolégico, en donde existe la muerte celular. Muchos
cnrcinégcnosrgraiurzdcﬂﬁ dm’mr ADN o interferir con enzimas necesarias para la replicacion de
ADN. Una célula‘pucdc responder a semejante lesién por retraso de divisién celular hasta la
reparacion dc dnﬁb. pic;rrinduccién de apoptosis o progresion a través del ciclo de.la célula. La
apoptosis parecia scr un mczodo eficaz para prevenir la lmnsformacxon mahgna porquec

pudiecra qunar cclulas con lesiones gencéticas.
Estudios -recicntes han demostrado que la apoptosis pueden estar involucrada en la

muerte de la célula inducida por reactivos de la quimioterapia como cis-platino, citarabina,

camphotecina, ctoposidae, teniposida, amsacrina y quercetina.
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Pucden cxistir mecanismos diferentes con que los compuestos citotoxicos de origen
natural pueden inhibir la actividad proliferativa de células tumorales. Estos incluyen efcctos
en cl ciclo de la célula, regulacién de la expresion del oncogen, la induccidon de apoptosis, asi
como la induccidn de diferenciacion celular. Estos hallazgos en el modo y mecanismos dc los
diferentes compuestos con accién citotdoxica pueden ser de. suma importancia para el

desarrollo extenso de cstas sustancias por la aplicacién clinica®,
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Vil. OBJETIVOS.
VIL 1. Objetivo general.

v Rcalizar ¢l estudio fitoquimico de las semillas de Casimiroa pubescens y
cvaluar la actividad citotéxica, antiinflamatoria y antioxidante de algunos de los compuestos

aislados de dicha cspecie.

VIl 2. Objetivos particulares. :

v Obtener el extracto hexdnico, acetato -de etilo, mectandlico y. aceténico de las

semillas de Casimiroa pubescens.

mc!nbolnos sccundanos presentes en  los

v Aislar, punﬁcar y caractcnzar Io ¢

extractos mediante Ia apllcacnon dc la mclodologla convcnctonal en cstudlos Ftoqunmlcos.

v Evaluar la actividad antiinflamatoria m'c‘dian‘tc cl modelo de TPA, a'los flavonoides

mayoritarios aislados.

v Evaluar la actividad citotoxica en distintas lineas celulares cancerigenas de algunos

compuecstos aisiados.
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v Evaluar la actividad antioxidante dc algunos compuestos mediante la téenica de

DPPH.

v Contribuir al conocimicnto del perfil fitoquimico y quimiotaxonémico del géncro

Casimiroa.
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HIPOTESIS.

VIiii. HIPOTESIS

Si se han encontrado en especics del género Casimiroa metabolitos secundarios de tipo
alcaloide, flavonoide, limonoide, cumarinico y algunos de estos presentan diversas actividades
bioldgicas, entonces, del estudio fitoquimico de C. pubescens se podrian aislar compuestos

caracteristicos dcl género y seri posible evaluar la actividad biolégica de algunos de estos.
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PARTE EXPERIMENTAL..

Fig. 6 Metodologia General.

Ejemplar de

Casimiroa pubescens

herbario - Ixmiquilpan, Hidalgo
FOCMFE-R4833
Semillas sccas y -
molidas
LOTE 1 LOTE2 LOTE 3
40 g de semillas 523 g de semillas 331499 g de
ceamillne

i {

| R i

| EXTRACCION i EXTRACCION

A

Exto. Hexdnico
Exto. Mctanélico

Exto. Hexdnico
Exto. Aceténico
Fxtn Metandlien

Separacién ¢
identificacion de
compuestos por

CLAR.

Exto. Hexinico.
Exto. Acetato de etilo
Fyin Meatandlica

l Separacién de compuestos por CC |

!

Fracciones
liquidas : CG-MS

I
’

Compucstos soélidos:
Identificacion, uso de técnicas
espectroscopicas y

espectrométricas, determinacion

de constantes fisicas.

!

Evaluacion de la actividad biolégica de algunos compucstos
(actividad antioxidante, citotéxica y antiinflamatoria).
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IX. PARTE EXPERIMENTAL

MATERIALES Y METODOS

IX. 1. Condiciones generales para el trabajo experimental.
v'  Anilisis cromatogrifico (Cromatografia en columna y en capa fina).

Para el andilisis cromatogrifico en columna (CC) sc utilizé, como fase cslacionaria,

Silica Gel Kieselgel G, en columnas de vidrio de diferentes capacidades, de acuerdo a la

muestra por analizar.

Para cl anilisis cromatogrifico cualitativo (CCF) sc utilizaron cromatofolios de Silica

Gel Fass Merck (20 X 20 X 0.25 mm).

Para ¢l anilisis cromatogrifico preparativo (CCP) se utilizaron cromatoplacas dec

Silica Gel Fz2s4 Merck (20 X 20 X 2 mm),

v Determinacion de las constantes fisi pectr Opi y r étricas de los

productos naturales y sus derivados.

Los puntos de fusién (p.f)) (°C) sc determinaron en un aparato Fischer Joncs y sc

reportan los valores sin corrcecion.
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Los espectros cn el Ultravioleta (UV) se determinaron en un espectrofotémetro

Shimadzu UV 160U, las absorcioncs sc dan en nm.

Los espectros en cl Infrarrojo (IR) se obtuvicron en un espectrofotémetro Nicolet
Magna IR Spcctrofotomctér 750, en pastilla de KBr, en solucién, o pelicula en CHCI;, con 1

myg de muestra. Las absorciones se dan en em™.

Los espectros de masas (EM) se elnBomlﬁon en un equipo’ Hewlett-Packard modelo
5945 A, IMS-SX 102 JEOL y JMS-AXS505 mediante técnicas de impacto clectrénico 6 por

ionizacién a 70 eV.

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) se determinaron a 200 y 300 )
MHz cn ¢l caso de RMN-'H, y a 75 MHz para  RMN-!3C, en cspcctrémctrds analiticos

Varian GEMINI-200, JEOL Eclipse-300, Varian UNITY-300, Brucker Avancc-300 y suo

Varian Unity Plus-500, utilizando como disolventes CDCl; y DMSO- de €n lodos los asos se

utilizo tetrametilsilano (TMS) como referencia interna. Se utilizaron secucncias de pulso pam

"c (DEPT)

cxperimentos de desacoplamiento y por transferencia de polnnzacmn en 'H v

Los desplazamientos quimicos (6) se L\prcsan cn pancs por nullon (ppm), las cﬁalcs se

indican de la su,ulcmc mancr’l"s— gulctc, vd—doblete, d doblc

c=cuartcto, m-muluplctc y a—scﬁnl nnchn, Ins constamcs dc acoplarmento (J se dan en Henz

(Hz).
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La difraccion de rayos X, se realizé cn un difractdmetro Siemens P4/PC y con el

método dec coleecidn w20.

Cromatografia dc gases.

A las fracciones liquidas que se obtuvicron por cromatografia en columna del extracto

hexidnico sc les realizé una cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas.

Cromatografia quuldn de Alta Resoluc:on La Cromatogml'n qumda de Alm

Resolucion (CLAR) se cfccluo en un cromatografo dc quuldos \Vaters, modelo Delta PREP
4000, con dctector UV, modclo 486 auna longnud dc onda de 310 nm; El ﬂujo de dxsolvcnle
se mantuvo a 1 m¥min a lcmpera»tum} arjnblcnt»e. uulllzandotuna column:\iLUNA ,CIS 2).

Largo: 15 cm.
Eluyente: Gradiente: metanol/agua 50/50 hasta metanol/agua 90/10 en 25 min.

Disolvente de la mucstra: Metanol y acetato de etilo.



EXPERIMEN:’

PAR

IX. 2. Preparacion del material vegetal.

Casimiroa pubescens se recolecté a 40 km al noroeste de Ixmiquilpan en ¢l Estado de
Hidalgo cn junio de 2000. Los gjemplares dc herbario sc depositaron en ¢l Herbario de la
Facuitad de Cicencias de la Universidad Nacional Auténoma de México con numero de

registro 84833 (FCME). La especie fue identificada por la M. en C. A. Garcia.

Dc los frutos sc scpararon las semillas; sc pusieron a’sccar a temperatura ambicnte y

posteriormente se molicron junto con su endocarpio.

IX. 3. Extraccion.

Las semillas finamente molidas sc extrajeron mediante un proceso de maceracién con
difercntes disolventes cn orden dc polaridnd ascendente (héxano; acetato dc etilo, acelona y
mectanol), a temperatura amblcntc. dummc 48 horas. con: cada uno. Dcspucs de cvapomr el

disolvente por destilacidén a presién reducida, Ios cxtractos sccos se pesaron, obtcmcndosc sus

rendimientos (%) (Cuadro 1).

Para cl analisis de los extractos por CLAR sc utilizé un lote de 40g (lote 1) de semillas

las que se extrajeron con hexano y metanol. -
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Para la obtencion de compuestos a través de CC se extriajeron 2 lotes de semillas. El
primer lote (523 g) sc extrajo con hexano, acetona y metanol (lote 2) y ¢l segundo lote

(3314.99 g) sc extrajo con hexano, acctato de ctilo y metanol (lote 3).

El rendimiento dc los extractos de los lotes se encuentra en la siguiente tabla:

LOTE 1 LOTE 2 LOTE 3
40 g semillas 523.00 g semillas 3314.99 g semillas
Disolvente Exto. (g) |Exto. (%)] Exto (g) {Exto(%)] Exto (g) Exto(%)
Hexano 0.40 1.0 354 6.7686 27.13 0.8184
Acctato de - * - 91.99 2.7749
Etilo
Metanol 2.40 6.0 ad .- 62.21 1.8766
Acctona * 27.25 5.2103 * *

* No sc obtuvicron csos extractos.
** No sc obtuvo cl rendimiento del extracto, por tener un alto contenido de agua.

Cuadro 1. Extractos obtenidos de Casimiroa pubescens

IX. 4. Separacion de compuestos.
IX. 4 a. Cromatografia Liquida de Alta Resolucién.

Los extractos hexdnicos y mctandlicos del lote 1 se someticron a un analisis cualitativo
mediante la técnica de CLAR y se observé a través de estandares® la presencia de heraclenol

(19), isopimpinclina (1), heraclenina (18), felopterina (17) y skimmianina (3).
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Para efectuar un analisis cuantitativo sc prepararon disoluciones cn acetato de ctilo a
concentraciones de 2.9, 2.6, 2.6, 2.7 y 3.4 mg/ml, de los compucstos 19, 1, 18, 17 y 3
respectivamente. De estas disoluciones s¢ prepararon 5 diluciones de cada compuesto en el

rango de 0.013 a 0.13 mg/ml. Las curvas de calibracién se construyeron inyectando, por

triplicado, las diluciones estindar.

Para cl procesamicnto de los datos sc utilizé cl software “Millenium? (Waters), este

programa calcula la cantidad de cada compuesto presente ‘en’ cada’ mililitro de ‘disolucién

inyectada, sobre la base de las curvas de calibracién de' los estandares. La ntidAaﬂ‘ dec cada

compucsto presente en ¢l extracto hexdnico se suma con el correspondiente’ compuesto
presente en ¢l extracto metandlico y con ecsta suma’ sc¢ calculan: los. miligramos de- cada

compuesto presentes en cada gramo de planta scca.

La cantidad de compuesto (mg) por gramo de semilla se reporta a continuacién.

SEMILLAS C. pubescens.
COMPUESTOS | 1 ] 3 | 1s | 16 | 17
(mg/g) ] oa1 | 006 | 0.86 | 1.82 | 0.06

IX. 4. b. Cromatografia en columna.

El extracto hexinico, de acetato de etilo, aceténico y metandlico de los lotes 2 y 3 se

scpararon por CC de acuerdo a las condicioncs mencionadas antcriormente. Las columnas
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cromatogrificas se cluyeron comenzando con hexano y aumentando la polaridad
gradualmente con mezclas de hexano-acetato de ctilo, acetato de etilo-mctanol, hasta llegar a
metanol. Sc recolectaron fracciones de 100 ml cada una. En ¢l cuadro 2 sc presentan el

ntimero de fracciones obtenidas para cada una de las columnas cromatogrificas efectuadas.

Cantidad de LOTE 2 LOTE 3
ill

i §23.00 g scmiltas 3314.99 g semillas
Disolvente Numero de fracciones (100 mil ¢/u)

Hexano 169 139
Acctato de *

Etilo 146
Metanol - 160
Acctona 174 *

* No sc obtuvicron esos extractos.

Cuadro 2. Numero de fracciones obtenidas ¢en CC de los distintos extractos.

En los cuadros 3 a 7 sc presentan las fracciones obtenidas de cada columna con su

correspondiente cluyente,
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Eluyente l’rop‘;:'cién No. Fracciones
Hexano 100 1--98

Hex-AcOEt 70/30 99--134
Hex-AcOEt 50/50 135--145
Hex-AcOE1L 10//90 146--152
AcOEt 100 153--57
AcOEt-McOH 50/50 158--163
MecOH 100 164--169

Cuadro 3. Resumen de la CC del extracto hexanico (L.ote 2) de las semillas de C.

pubescens.
Eluyente Proporcion | No. Fracciones
* (]

Hexano 100 1--9
tHex-AcOEt 90/10 10 --25
Hex-AcOEt 70/30 26 --38
Hex-AcOE!t 50/50 39 --069
Hex-AcOEt 30/70 70 --91
Hex-AcOEL 10//90 02 -- 124

AcOEFEt 100 125 --139

AcOEt-McOH 70/30 140 -- 156
AcOEt-McOH 50/50 157 -- 1065
McOH 100 166 -- 174

Cuadro 4. Resumen de Ia CC del extracto acetonico (Lote 2) de las semillas de C.

pubescens.
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Eluycnte l'rop“orciim No. Fracciones
o

Hexano 100 i--7
Hex-AcOEt 90/10 8§ --49
Hex-AcOEt 80/20 50 -- 66
Hex-AcOEt 70/30 67 -- 86
Hex-AcOEt 50/50 87 -- 96
Hex-AcOE! 30/70 97 -- 110
Hex-AcOEt 20/80 11 --117

AcOEt 100 118 -- 131

AcOEt-McOH 50/50 132 -- 138
McOH 100 139

pubescens.

Cuadro 5. Resumen de la CC del extracto hexianico (Lote 3) de las semillas de C.
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Eluyente Proporcion | No. Fracciones
Yo
Hexano 100 1--17
Hex-AcOEt 20/10 18 -- 36
Hex-AcOEt 80/20 37 --50
Hex-AcOEt 70/30 51--71
Hex-AcOEt 60/40 72 -- 84
Hex-AcOEt 50/50 85 -- 95
Hex-AcOEt $0/60 96 -- 106
Hex-AcOEt 30/70 107 -- 116
Hex-AcOE!t 20/80 117 --120
Hex-AcOEt 10//90 121 -- 135
AcOEt 100 136 -- 137
AcOEt-McOH 90/10 138 -- 139
AcOLt-McOH 70/30 140 -- 141
AcOEt-McOH 50/50 142 -- 145
MecOH 100 146

Cuadro 6. Resumen de la CC del extracto de acetato de etilo (L.ote 3) de las semilias de

C. puubescens.

69



PARTE EXPERIMENTAL.

l—— Eluyente Proporcion | No. Fracciones
Yo
Hexano 100 1--7
Hex-AcOEt 90/10 8--15
Hex-AcOEt 80/20 16 -- 35
Hex-AcOEt 70/30 36 -~ 58
Hex-AcOEt 60/40 59--73
Hex-AcOEt 50/50 74 -- 85
Hex-AcOEL 40/60 86 -- 93
Hex-AcOEt 30/70 94 -- 117
Hex-AcOEt 20/80 118 -~ 121
Hex-AcOEt 10//90 122 -- 129
AcOEt 100 130 -- 133
AcOEt-McOH 90/10 134 -~ 143
AcOE1-McOH 80720 144 -- 153
AcOEt-McOH 50/50 154 -- 157
AcOEt-McOH 30/70 158 -- 159
MeOH 100 160

Cusndro 7. Resumen de 1a CC del extracto metandlico (Lote 3) de las semillas de C.

pubescens.
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IX. 5 a. Determi ion de P por CG-MS.

Las fraccionces liquidas (fraccioén 55 y 58 del extracto hexdnico del lote 2) sec analizaron
por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-MS), los compuestos se
determinaron a través de la base de datos del espectrémetro de masas. Los resultados se

cencuentran en el cuadro No. 13.

IX. 5§ b. Purificacion dc puestos. Determi ion de ¥ t por sus

constantes fisicas, espectroscopicas y espectrométricas.

Las fracciones solidas obtenidas de estas columnas cromatogrificas se purificaron por
CCF 6 cristalizacién de acuerdo a la complgjidad de cada fraccién. Los compuestos obtenidos
de cada una de las columnas se encuentran cn los cuadros 8 a 12. A los compuestos puros sc
lcs determinaron sus caracteristicas fisicas y espectroscopicas. Las constantes fisicas sc
cncuentran en los cuadros 8 a 12 y los datos espectroscépicos y cspectrométricos para cada
compuesto, sc encuentran en ¢l apéndice. La identificacién de cada compuesto se realizé a

través de cstos datos comparando con lo informado en la literatura.
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Cuadro 8. Compuestos aislados de) extracto hexanico (Lote 2) de Ce iroa pub S,
- DISOLVENTE RENDIMIENTO | PUNTO DE PESO
COMPUESTO (hp gy ucion| ASPECTO (mg, %) FUSIONEC) | MOpECULAR
Isopimipinelina | 0 160% [ Solide blanco 11.3, 0.03 135 246
Pubcs(azn;ldn A Hex:AcOEFEt 7:3 | Polvo amarillo 20.0, 0.006 88-91 391
Sk'm;‘;')“"‘““ ACOELMCOM | polvo amarillo | 82.6,0.23 175-177 250

Cuadro 9. Compuestos aislados del extracto acetonico (Lote 2) de Casimiroa pubescens.

.2 [DISOLVENTE RENDIMIENTO | PUNTO DE PESO
COMPUESTO|p Ut Slon| ASPECTO (mg.%) FUSIONGC) | MOLECULAR
C“""(‘.“')m”“‘ Hex:AcOEt 1:1 | Sélido blanco 8.6. 0.03 138-142 233
’:“’(’2;'"“ Hex:AcOEt 7:3 | Sélido blanco 24.1, 0.09 78-79 342
Zapoterina | 5 O 100% Cristales 16.7. 0.06 265-267 470
(6) blancos
TESIS CON
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Cuadro 10. Compuestos aislados del extracto hexianico (Lote 3) de Casimiroa pub s.
COMPUESTO DISOLVENTE | ASPECTO| RENDIMIENTO PUNTO DE L
DE ELUCION (mg, %) FUSION(°C) I\IO:;:/-.'ﬁ'l){:_,\R
3-sitosterol Hex:AcOEt Sdlido 5 _
) . blanco 21.9,0.12 132-135 414
'crunili;i sOra Hex:AcOEL Polvo
B ene (8 X amarillo 10.6,0.11 53-54 338
Isopimpinclina Hex:AcOEt Solido 8.9, 0.09 135-136 246
6:4 blanco

Cuadro 1i. Compuecstos aislados del extracto de acetato de etilo (Lote 3) de Casimiroa

pubescens.
COMPUESTO| PISOLVENTE \SPECTO |RENDIMIENTO | PUNTO DE \IOIPI"-:(:ESL,\R
- DE ELUCION | T (mg. %) FUSION(°C) | " arion
PUbCSAMIdt A | Hex:AcOE 6:4 | Polvo amarillo | 297.4,1.03 58-91 391
5.6.2, 3.9~
pentametoxiflavo | Hex: AcOELL:} Sdlido blanco 82.3, 0.29 128-131 372
-na (9)
Tetrahidropube- . e Cristales 20.5 de 70=
samida A (10) Hidrogenacion blancos 29.29 78-80 395
3 . 1t
! ""cf‘l"l“)"'“‘ © | Hex:AcOEL 3:7 | Polvo amarillo |  95.3.0.15 83-84 393
TESIS CON
73
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Cuadro 12. Compuestos aislados del extracto metandélico (L.ote 3) de Casimiroa

pubescens.
. DISOLVENTE - RENDIMIENTO | PUNTO DE PESO
COMPUESTO DE ELUCION ASPECTO (mg.%) FUSION(°C) MO:‘;::“I’.:;AAR
Pubecsamida B
aen ’(';c)”"'“ Hex:AcOEt 7:3 | Polvo amarillo |  89.7,0.18 88-39 391
Flavona no
determinada Hex:AcOEt 6:4 | Polvo amarillo 22.9,0.05 9G-98 235
impura (13)
"”""‘s(“,")"‘“‘ A | Hex:AcOE 1:1 [Sélido amarillo|  12.0, 0.090 88-91 391
Tetra acctil A O e
daucosterol | MCOELMcOH Sdlido 13.0, 0.098 283-286 576.85
8:2 blanco
(id4)
IX. 5. c. Identificacion a partir de 1a formacion de derivados.

Acectilacion. Para formar ¢l derivado acctilado del producto (2) se emplcé 1ml de

anhidrido acético y 1ml de piridina para 50 mg de producto. La mezcla de reaccién sc dejé por
12 horas a 40°C. La reaccién sc extrajo con cloruro de metileno & veceé), poslérioménlc la

fasc organica sc lavé con HCI al 10% (3 veces) .para eliminar Ios rcsnduos de pnndma.

finnlmente se ncutralizoé con una solucién de blcarbonato de SOle al 10"

Hidrogenacién.- 70 mg dc cada 'compgievsié (10) disucltos” en: CH2Cl27 (20 ' ml), se
trataron con hidrégeno durante 48 horas, ul'il’izando P1O: como catalizador. La mezcla de

reaccion se separd por cromatografia en capa preparativa (2 veces con hexano:AcOEt 6:4).
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IX. 6. Evaluacion de la actividad biolagica de los ¢ p tos purificados.

Dec acuerdo a la naturaleza quimica y a la cantidad de los compucstos aislados, asi
como a lo informado en la literatura acerca de las actividades bioldgicas que presentan los
distintos tipos de compuestos sc efectuaron pruebas de actividad antiinflamatoria para la
flavona 9; actividad citotéxica en lineas cclulares a los compuestos 1, 2,3, 9,15, 16 y 17 y

actividad antioxidantc a los compuestos 2, 3,9, 16 y 17.

IX. 6.2 Evaluacién de la actividad antiinflamatoria.

L.a evaluacién dc la actividad antiinflamatoria del compuesto 9 sc realizd utilizando ¢l
mdétodo de  induccion de edema por el 13-acetato de 12-O-tetradecanoilforbol (TPA),

siguiendo la metodologia propuesta en 1994 por Della %0,

La disolucién de TPA, ‘se. preparé disolviendo 2.5 g de 13-acetato de 12-O-

tetradecanoilforbol en 10 pl de etanol.

El compuesto a evaluar se aplicé 10 minutos después de la induccién de 1a inflamacién

por TPA.

Las dosis cvaluadas fueron las siguientes: 0.05, 0.10, 0.50, 1.0 mg/orcja.
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Se empled indometacina como firmaco de referencia. La diferencia en peso entre
ambas muestras sc considerd como medida de edema. Se calculé el porcentaje de inhibicion

del edema, el cual esta definido por la siguiente férmula:
% Inhibiciéon=(C,-C,) / (C,) X100

en donde C; y C, corresponden respectivamente al peso de la muestra de oreja tratada

con TPA y la tratada con TPA mas el compuesto a evaluar ¥'.

Los datos se analizaron por un analisis de varianza de la pruecba de Dunnet. Se calculé
para cada compuesto cl valor de'la dosis efectiva 50 (EDso), mediante un andlisis de regresion
lineal construido al menos por tres puntos significativos, siendo cada punto el promedio del

orcentaje de inhibiciéon correspondiente a cada dosis®™ (figura 7).
P ] P 14
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Ratones NIH (Biotcrio México)
(25-30g)

Aplicacidén de pentobarbital sédico (3.5mg/kg ip)

Separacion en dos grupos

I
v v

Grupo tratado ! : : Grupo control
Orgja izquierda  Oreja derecha . : ’ Orcj5 iiquierda Oreja derecha
Oreja tratada Orcja testigo . . Orgja tratada Oreja testigo
Sol. TPA/EtOH (EtOH/10ul) ' Sol. TPA/EtOH . (EtOH/10ul)
(2.5 pgs1opl) ’ (2.5 pg/ioul)

Compucsto disuelto g Disolvente: cloruro de metileno (20 pl)

*

Sacrificio de ratones por dislocacién’cérvica, 4 horas después.

Obtcncién de biopsias circulares (9 mm de diimetro) y citlculo del edema por diferencia de
peso.

Fig. 7. Mectodologia del ensayo del edema inducido por TPA en oreja de ratén.
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1X. 6 b. Evaluacion de la actividad Oxica de los |:

Para la determinaciéon de la actividad citotéxica de los compuestos 1, 2, 3, 9, 15, 16, ¥

17. sec cmplearon cinco diferentes lincas celulares cancerigenas: colon (HCT-15), mama

(MCF-7), leucemia (K-562 CML), sistema nervioso central (U-251 Glio) y préstata (PC-3);

las cuales fucron proporcionadns por el National Cancer Institute (EUA). La citotoxicidad de

las cclulas tumorales Yy de los compuestos a prucba, se dctcrmmaron usando cl colomnte de
prolemas sulforrodammn B cn ensayos de mlcroculuvos. pam mcdxr vmblhdad ¥ el

crecimiento cc:lulnr"J (f'gura 8)
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Cultivos confluentes

Dilucién del inoculo (5-7.5 X 10* cel/ml)
(100 pl cel/pozo)

Plato cero Plato experimental
Incubar 24 W37°C Inciur 24 h/37°C
Dcpositar medio de culﬁvo » ) ) Depositar con+puesto prucba
Despuds d‘e;lh/37°C Incubacién (48 h)/37°C

v

Fijar células con dcido tricloroacético (50%/80%), 30 min/4°C
Lavar con agua
Sgcar 24 ’hflk"’ ambiente
Tedir con sulféio‘;!amina B (0‘4%)
Lavar con dcido acético (1%)
Sccar placas (24 h), solubilizar la sulforrodamina B

Lectura 515 nm cen un lector de ELISA

Fig. 8. Mctodologia para Ia evaluacién de Ia citotoxicidad en ¢l ensayo de sulforrodamina
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IX. 6 c. Evaluacion de I1a actividad antioxidante.

La evaluacién de la actividad antioxidante de los compuestos 2, 3, 9, 16 y 17, sc
rcalizé a través del método del radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH), siguicndo la

metodologia descrita por Blois®™ con algunas modificaciones, midiendo de manera indirecta la

reduccién del . radical libre -1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH), mediante una técnica

colorimétrica (figura 9). L

l"malmcmc, sc lce la absorbancl'\ a 515 nm. en.un léctor de ELISA modelo EL 340,

BIOTEK lNSTRUI\«l ENTS

El porcentaje de reduccién del DPPH sc calcula mgdiamc la siguiente formula:
% de reduccién = (C-E/C) 100

cn donde:

C= absorbancia dci la solut‘;ién de DPPH 100 puM.

E= absorbancia de la mezcla DPPH 100 uM / cqmpuesto problema.

La ICs del «-tocoferol es de 17.07 pM usado como estandar.

80



PARTE EXPERIMENTAL

DPPH/Etanol (66.66 uM)

Muestrw/Etanol Blanco/Etanol

l 1.5 ml

Diluciones seriadas

0.5 ml

Agitar 30 min / T® ambiente

Leer absorbancia

515 nm

: o

Fig. 9. M dologia para ia ev
red iéon del radical libre 2, 2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH).

de la actividad antioxidante por medio de Ia
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X. RESULTADOS Y DISCUSION. —
TESIS CON

FALLA DE ORIGEN

X. LSeparacion ¢ identifi ion de ¢ [

A través de un analisis por CLAR sc detectaron en extractos hexdnicos y metandlicos

de semillas de Casimiroa pubescens las cumarinas: felopterina (185), heraclenina (16),

heraclenol (17), isopimpinclina (1), asi como cl alcaloide skimmianina (3). La identificacidén

de estos compuestos se realizé mediante la comparacién de sus tiempos de retencién con

compuestos de refercencia.

LS
Heraclenina

OCH;
Skimmianina Isopimpincilina
Fig. Estructara de los ¥ deter tos por CLAR.
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Asi mismo se calcularon los mg dc compuesto por gramo de secmilla. LLos resultados

del siguiente cuadro muestran quec la heraclenina y la felopterina son los compuestos mas

abundantes (1.82 y 0.86 mg/g respectivamentc).

SEMILLAS C. pubescens
COMPUESTOS | 1 | 3 | 15 ] 16 I 17
(mu/s) [ O0di_ | 006 | 0.86 [ 1.82 | 0.06

En cspecies del género Casimiroa, sc¢ ha informado de la presencia de

furanccumarinas®’ por lo que estos hallazgos cstin descritos de acuerdo con lo descrito para ¢l

género.

Por otro lado dc los diferentes extractos analizados fitoquimicamente sc¢ aislaron
fraccioncs liquidas y compuecsios sélidos. Las fracciones liquidas sec analizaron a través de
cromatografia de gases acoplada a masas. Un total de 13 compucstos sc determinaron en cstas

fracciones. los que se presentan en el cuadro 17.
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Cuadro 13. Constituyentes de las fracciones §5 y 58 del extracto hexdinico de C.

pubescens del segundo lote.

No. Compucsto YoArea
1 Pentanal 3.28
2 Hexanal 47.34
3 S-metil-hexanal 1.31
E} 2-heptanal 2.99
S5 2-pentil-furano 6.61
[4) 1-ctil-1-mctil-ciclopentano 1.53
7 p-menta-1(7)-3 dicno 0.90
s pantolactona 1.39
9 2-octenal 1.36
10 4.5- dimetil-2-hepten-3-ol 3.05
11 p-mentona 4.10
12 2-(Imetiletil)-ciclohexanona 1.70
13 2. d-decadienal 24.45

Estos compucstos, en general. son hidrocarburos de bajo peso molecular, con una

funcion carbonilo é alcohol en su molécula. Este tipo de compucstos no sc habian informado

para el género Casimiroa.

También, de los diferentes extractos realizados ¢n el estudio fitoquimico de Casimﬁoa
pubescens se aislaron, caracterizaron e identificaron- los sigllicnges gompuéstos ya informados
cn la literatura®®: 3% 0. 87. #8./89. 90, 91, isqpiméinclxjf}n:(l); sbkviml;ﬁarn‘i'n‘:'xr(':!);’casimiroina ),
zapotina (5), zapotcrina (5). B-sildsicrpyl" (7), 8- r kpso'raljcnd (8) y 5.6,2%,3°.4'-
pentametoxiflavona. Asi mismo sé separé ‘unz‘lz Lsfxst:{ncia :q!;e pam su‘ purificacion se preparé cl

derivado acetilado y este producto resultd ser el-derivado acetilado de daucosterol (14)

(Cuadro 14),
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La identificacion a través de sus constantes fisicas y cspectroscopicas de cada uno de
ellos se realizé comparando los datos de cada compuesto con datos informados en la
literatura®?', Las constantes fisicas, espectroscépicas y espectrométricas de cada uno de cllos

sc encuentran en el Apéndice, indicando ademads los espectros que sec utilizaron para su

identificacidn.
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Ochy
OCily "

Isopimpinelina (1) Skimmianina (3) Casimiroina (4)

OCH, o
Zapotina (5)

3

HO!
B-sitosterol (7) 8-geranil oxi psoralen (8)

‘Tri-acetil daucosterol (14).

5.6, 2%, 3, 4'-pentamctoxiflavona (9)

Cuadro 14. Estructuras de los compuestos aislados va infor Jos en I literatura.

TESIS CON 86
FALLA DE ORIGEN




RESULTADOS Y DISCUSION

Dec forma similar del extracto de acctato de etilo  se aislaron por vez primera los
siguientes compucstos: pubesamida A (2), pubesamida B (12) en mezcla con pubesamida A y

pubesamida C (11).

A partir del compucsto 12 sc obtuvo el compuesto hidrogenado tctrahidropubesamida

A (10).

Las estructuras dc cstos compuestos cuyas estructuras sc elucidaron en base a sus

constantes fisicas. cspectrométricas y espectroscopicas. :La asignacion estructural . para cada

uno de ellos se describe a continuacion:

La presencia de un nuclco de N-Benzoiltiramina cn lds pubésaniidaﬁ‘l\ KB yC se

dedujo ficilmente. a través de sus absorciones en’'IR dcbldas a-una nmlda sccundana (N-H y

105 se atribuyeron al rcsuluo de: Ia N—Bcnzonltxmmma.;, La‘ presc_:ncia dcg,uvn

oximonoterpénica (CioH150) en la cadena lateral se indicé por las diferencias de masas entre

el compucsto y la unidad de N-Benzoiltiramina (391-240=151). Esta unidad contienec una
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unidad é fragmento de isobutilidieno al final dcl residuo del monoterpeno (C-17/C-20).

conjugado a un grupo carbonilo en C-16 como se deduce por sus sciiales cn sus espectros de
RMN-'H y '>C [6 'H: 1.88 s (3H) H-19; 2.17, s, (3H), H-20 y 6.13 da (1H) H-17; 8 '’C: 27.8,

C-19; 20.6, C-20; 127.4 C-17; 153.0 C-18 y 191.4, C-16] y por el fragmento m/z 83 en EM.

También se dedujo la presencia de un g,rupo meulvmlhco en C-21'y un residuo mctilénico en

C-13 ambos unidos a un doblc cnlacc msustnuldo ‘entre C-l4/C-15 conjugado con el grupo

13 [6 'H 4.09 t J=7.1 ("H). v"c 65.9].

de RMN, las absorciones en IR y la f‘rag'mcnt:‘\c‘ié

estimado a partir de los valores de m!cgrdcmn de Ia seiial del gl"upo metilo en

proporcién 1:1,
2 (Z) (Calor de

¢l C-21 cn cl espectro de RMN-'H. De este modo ¢l isémero menos estable
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formacion ~55.14265 kcal/mol, determinadeo por cilculos MOPAC) se transformod en cl

isémecro mas ecstable 12 (E) (Calor de formacion —-57.28074 kcal/mol, dcterminado por

cilculos MOPAC), probablemente esta transformacion se debe a la acidez del CDCli. De

acuerdo con esto 12 podria ser un artefacto producido durante los procesos cromatogrificos.

Cuando la mezcla 2 y 12 sc traté con hidrégeno en presencia de PtOz se obtuvo Ia

tetrahidropubesamida A (10), también 10 sc obtuvo a p'lmr de la hldrogennc:én del

compuesto 2 ({M]" a 395.2537 para una formula Cst”O,N] L'\ umca dlfcrcncm entrc 2 y1lo

I cspcctro dc

reside en la cadena lateral monoterpénica (Cuadros 15 'y 16).- Dc es e m do

RMN de 10 revelo las seiiales para 3 grupos mctilos, 4 mculcnos »y, atomos dc carbono:
mctino en la region de sp” y la seial del grupo carbonilo.en el C-lG:a u ’8 2

.4 ppm. La

correlacién entre las seiiales de RMN-'H y '*C de 10 se muestran en el cu

El espectro de masas dc ll mos(ro su [M *1'a 393. 2333 pnm unn formul‘ C;anO;N

La presencia de una unidad monoterpénica insaturada (CmHnO) cn ln cadcna latcral se mdlco
por las diferencias de masas entre ll y el residuo de la N-Bcnzonltlramma Como en 2 y 12 la

presencia de un frag,mcmo lsobuuhdcmco al final del resnduo monoterpcnlco l'uc evidente en

S-y C—IG conjugada al

11. (Cuadros 15 y 16). La presencia dc un doble enlace adicional en C-

fragmento |sobuuhdcmco se dedujo por las seiiales dc los cspcclros d RMN 'H y |"C [8'H:
53 C 136.6. c-|s 1245,

5.63, d, J=15, H—lS 6.52,dd, J=11, 15, H-16; 5.82,d, J—Il "H- l‘

C-16; 124.3, C-l7] La prcscncm de un 5rupo hldl‘OXIIO ¥ un grupo. mculo en el >

dedujeron por sus.seiiales en los espectros de 'H y l"C €] ‘H I 37 s, (3H). H 21; 6 13¢C: 29.0

C-21; 72.7, C-14] y las scilales 4 40.9 y 65.4 se nsng,naron a los &,rupos metilenos cn cl C-13y
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C-12 respectivamente. Todas las asighaciones se apoyaron en experimentos COSY, HETCOR
y COLOC (cuadros 15 y 16). Durante ¢l tiempo de adquisicion de los datos de RMN
(aproximadamente 10 horas) 11 no sufrié una isomerizacién como 2; sino quc sc produjo una
reaccién de hidrdlisis generando la N-Benzoiltiramina. Como puede verse los derivados de la

N-Benzoiltiramina, 2, 11 y 12 son sensibles a condiciones dcidas suaves.

Cuadro 15. Datos espectrales de RMN-'H de 2, 10,11 y 12

H 2 10 11 12
1 3.069 (1. J=0.9) 3.69 (1, J=06.9) 3.67 (1,J=6.9) 3.69 (1, J=6.9)
2 2.87 (1. J=6.9) 2.87 (t. J1=06.9) 2.86 (1, J=06.9) 2.86 (1, 1=6.9)
4 7.13 (d, J=8.7) 7.15 (d,1=8.7) 7.14(d,1=8.7) 7.13 (d.J=8.7)
5 0.85 (d, J=8.7) 6.85 (d. J=8.7) 6.85 (J,J=8.7) 6.86 (d,1=8.7)
v 7.69 (da) 7.09 (da) 7.68 (da) 7.68 (da)
10 745 m 7.38m 74lm 745 m
I'T 7.38m 7.45m 7.47m 7.41m
12 109 (t, J=7.1) 3.97 (1, 1=6.9) 412 m 4.106 (1. J=06.06)
13a 2.59 (t. J=7.1) 1.78 m 2.13 (dd. J=15. 0) 3.06 (1. J=6.6)
13b »* 1.67 m 1.97 (dd. J=15, 8) *
14 - 2-26 m * *
15 6.08 (ds) 2.4l m 5.63 (d,J)=15) 6.08 m
1o - * 6.52 (ddJ=11. >
15)
17 G.13 (ds) 2.26m 5.82(d.J=11) 6.13 m
18 2.15 (hep. J=06)
19 1.88 s 0.90 (d, J=06) 1.73s 1.89s
20 2,17 s 0.91 (d, J=6) 1.76s 2.15s
2] 2.22s 0.97 (d. J=6) 1.37s 2.01s
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Cuadro 16. Datos espectrales de RMN-"*C de 2, 10,11 ¥ 12,

C 2 10 1 12
1 41.3 41.2 41.3 41.3
2 34.8 34.8 34.8 34.8
3 131.2 130.8 131.3 130.7
<4 129.8 129.7 129.8 129.7
5 1149 114.7 114.9 1148
[ 157.5 157.7 157.2 157.7
7 167.4 167.4 167.4 167.4
8 134.7 134.7 134.06 134.7
9 126.8 126.8 126.8 126.1
10 128.5 128.5 128.5 128.5
11 131.4 131.0 131.4 131.4
12 639 66.0 65.4 67.2
13 40.6 30.0 <40.9 33.7
14 1549 2064 72.7 155.0
15 126.2 30.6 136.0 127.4
16 191.4 2104 124.5 190.8
17 127.4 52.3 1243 126.0
18 153.0 245 135.5 153.0
19 27.8 22.0 18.3 27.8
20 20.06 22.6 26.0 20.6
21 19.3 199 29.0 26.8

91



RESULTADOS Y DISCUSION.

Cuadro 17. Experimento de HETCOR de 2, 10y 11

2 10 1
19.3/2.22 19.9/0.97 18.3/1.73
20.6/2.17 22.6/0.90 y 0.91 26.0/1.76
27.8/1.88 24.5/2.15 29.0/1.37
34.8/2.87 26.4/2.20 34.8/2.86
40.6/2.59 34.8/2.87 40.9/2.14 y 1.97
41.3/3.69 36.0/1.78 y 1.67 41.3/3.67
65.9/4.09 41.2y 3.69 65.3/3.12
114.9/6.85 50.6/2.41 114.9/6.85
126.2/6.08 52.3/2.26 124.3/5.82
126.8/7.68 66.0/3.97 124.5/6.52
127.4/5.63 114.7/6.85 126.8/7.68
128.5/7.45 126.8/7.69 128.5/7.41
129.8/7.14 128.5/7.45 129.8/7.14
131.4/7.38 129.7/7.15 131.4/7.47

131.6/7.38 1306.6/5.63




13 OH 17
S =

: te
21 .
Pubesam ida C

e e ‘ : 2

; i 10
Pubesamida B Tetrahidropubesamida A

Cuadro 18. Estructuras novedosas aistadas de semillas de C. pubescens.
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2

Fig. 10. Patron de fragmentacion del compuesto |
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Fig. 12 Correlaciones principales en COLOC para 2
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RESUIL

L. 2. Aspectos quimiotaxonoémicos.

En el presente trabajo se determiné mediante CLAR la presencia y la concentracién

de las furanocumarinas: felopterina (15) ¢ isopimpinelina (1), heraclenol (17), heraclenina
(16). Asi mismo sc aislé por cromatografia en columna: isopimpinelina (1) y 8-
geraniloxipsoraleno (8). Estos hallazgos apoyan la propuesta biogenética que es general a la

familia Rutaccac quc suponc quc cstc tlpo de compucstos derivan de la umbecliferona, ya que

las fumnocumarmas se postulan como formadas a parur dc este intermediario.

Por otro lado la presencia de zapotina (5) y-1a 5,6,2°.3,4’-pentametoxiflavona en C.
pubescens junto con los informes en’la lilcraturu sobrcvlus ﬂavonas presentes en C. edulis, C.
2, 33, 34

pringlei 'y en C. greggii tales como zapotma.,/.apoulmna, 56-d|met0\|ﬂavona’

cerrosillina y cerrosillina B". cnitre otras, mdlcan'una presencia recurrente, en el género, de

flavonas con nticleos 5.6-di sustituidos.

Asi mismo la presencia de las pubcsamldus A (2), B (l ") y C (l l), compucslos con un

nuicleco de N-Benzoiltiramida y una umdad terpén ca. parccc un’ hccho smgulnr. Sm cmbargo

‘a la: N-Bcnzoillimmidn.

cn un trabajo previo se aislé de un cMraclo he'(amco dc C. edul:s

El extracto hexanico referido fue lavado con una soluclon acuosa de acldo clorludnco‘ y'de

acuerdo con los datos presentados cen cste tmbajo las pubesamxdas son xtremndnmcnte

sensibles al medio acido de tal Formn que pueden sufrir hidrdlisis o transposwloncs. Por lo
quc no es factible suponer que C. edulis también sintctizara este tipo de compuestos, los que,

debido al tratamiento con dcido se hidrolizaron para producir 1a N-benzoiltiramida. Es asi
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que para proponcr a este tipo dec compucstos como recurrentes en la guimica del géncro

Casimiroa es necesario realizar una busqueda cuidadosa en las demiis cspecics del género.

Finalmente, el limonoide zapoterina (6) y los alcaloides skimmianina (3) y
casimiroina (4) se aislaron de C. pubescens, También se ha infommdo la presencia de cstos

compuestos cn C. - edulis. Estc tipo de alc'\lmdes y hmonoldcs se h:m mcncuonndo como

c1r'1ctcns(|cos de ln fnmﬂm Rulaceac. Como puedc verse son. pocas as: cspecncs csludmdas

del gencro Casmnroa (C. edulis, C greggu y C. pubescens) Sm emb'lr,g,o se pucden observar

semejanzas en cunnto a sus mclnbolnos secundarios, los quc camctcnzan al g,chro.
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X. 3 Actividad biologica.

iclo de ed inducido por TPA.

X. 3 a. Actividad antiinfl. torin en el

En aios recientes se ha informado sobre la actividad antiinflamatoria de flavonoides.
Inclusive se sabe acerca de la accion especifica de algunos flavonoides en los diversos

procesos que involucran ¢l complejo mecanismo de la inflamacién.

3T 4

Dec los . compuestos. aislados dc C pubesccns s¢ obtuvo ]a Navona 5, G, 2°,

pcntamclo“ﬂavona (9) y sc d

moslrnron que.: .

Los resultados OblCI dos

:\nlunﬂamalona en clgmodelo dc cdcma mducudo con: TPA (Cuadro 19) AI aphcar dicho

modclo, cl TPA su cfeclo inflamatorio por medio de la activacion de la enzima

pro!cmqumasa (PKC), la cunl a su vez activa a la enzima PLAz, de tal manera que los

compucslos quc prcscnlan actividad anttinflamatoria en el ensayo del TPA posiblecmente

inhiben PKC y/o PLA2™.

Resultados de la actividad antiinflamatoria en ¢l modelo de edema inducido con TPA.

Tratamicnto Edema (promedio+/-ES) Inhibicton del
cdema
Control 13.37+/-2.093
Compucsto 9 2.77+/-0.603* 79.30%

ados del modelo de edema inducido con TPA.

Cuadro 19. Res
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Asi mismo sc evalué la accion dosis-respuesta de csta sustancia ecn un rango de dosis

de 0.01 a 1 myg/ orcja. Los resultados muestran una relacion dosis-dependiente del compuesto

frente al modclo del TPA. (Cuadro 20y 21).

Tratamiento | Dosis (mg/oreja) Edema (mg) Yo de inhibicion
(Promedio+/- ES)
Control 11.21+/-1.01 -
Compucesto 9 0.01 11.75+/-0.99 Sin actividad
0.031 4.37+/-1.33*>* 61.016**
0.1 5.80+/-1.79* 48.20*
0.31 3.35+/-1.62%* 70.11%*
1 2.55+/-0.95** T77.25%*

* p 0,05 r dc Dunnet

** n 0.0F r de Dunnet

Cuadro 20. Resultados de Curva Dosis-Respuesta de 1a actividad antiinftamatoria del

compuesto 9.
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Actividad antiinflamatoria del compuesto 9 en et modelo de
edema inducido con TPA

! % de inhibicion

' 1 2 3 P 5
Serie2 ) 61.016 4826 70.11 77.25

Dosis (mg/oreja)

Cuadro. 21, Cuarva Dosis-Respuesta de la actividad antiinflamatoria del compuesto 9 en

el modcelo de edema inducido con TPA.

Estos resultados apoyan lo informado en la literatura sobre el potencial

antiinflamatorio de los flavonoides.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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X. 3. b. Actividad antioxidante.

Basados en las variadas estructuras que prescntan los antioxidantes naturales en
particular algunos flavonoides y las cumarinas®, se decidié probar la posible accién
antioxidante de los compuestos 2, 3, 9, 16 y 17, sin embargo, ninguno de ¢stos presentd
actividad an;ioxidanlc (Cuadro 22). Estos resultados son contradictorios en cuanto a lo
informado en la literatura para las cumarinas ya que se ha mencionado que las cumarinas con

cstructura ‘semejante alas estudiadas en este trabajo presentan actividad antioxidante™,

debido a la lactona presente en las furanocumarinas.

Concentracion Asis Y% Reduccion
DPPH 100uM 0.608

17 10 ppm 0.622 -2.192
100 ppm 0.623 -2.350

1000 ppm 0.597 1.863

16 10 ppm 0.598 1.699
100 ppm 0.607 0.274

1000 ppm 0.567 6.795

3 10 ppm 0.611 -0.493
100 ppm 0.613 -0.712
1000 ppm 0.784 -28.932

2 10 ppm 0.614 -0.430
100 ppm 0.601 1.798

1000 ppm 0.553 9.537

9 10 ppm 0.602 1.526
100 ppm 0.620 -1.417

1000 ppm 0.583 4.741

Cuadro 22. Resultados de la prueba de DPPH.
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Por otro lado. cs interesantc hacer notar que el compuesto 9 (5, 6, 2°, 3° ,4°-
pentamcetoxiflavona) mostrd una accién antiinflamatoria clevada en el modelo del TPA, pero
no prescnta accidén antioxidante. Esto sugicre que la actividad antiinflamatoria de este

compuesto posiblemente no esta mediada por la enzima ciclooxigenasa y lipooxigenasa®.
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X. 3. c. Actividad citotoéxica.

Sc realizaron prucbas de citotoxicidad a los compuestos 1, 2, 3, 9, 15,16 y 17, en
distintas lineas cclulares. Los resultados (Cuadro 23) muestran que la skimmianina (3) y 1a 5,

6, 2°, 3° . 4’-pecntametoxiflavona (9) no son citotoxicos.

Contrariamente las cumarinas 1, 15, 16 y 17 y ¢l derivado.de la N-benzoiltiramina 2
mostraron, .en general, una elevada actividad citotéxica; con :valores mayores al 65% de

actividad. Se . observé también  la: sclectividad . de 'los compuestos “a‘las distintas: lincas

cclulares.

La pubcsamldn A (") Fuc selcctxvn para las lmens cclulnrcs dec cancer ccrv:co-utenno.

78.24 y

de sistema nervioso ccmral y de lcuccmxa. con valorcs dc cxlotoxnc:dad (89.32,

76.97% respectivamente); i la: |sop|mpmclmn (l) fue sclecnva para las Imcas cclularcs de

con valorcs de- 94 32 y 790, 04 Y% -

cancer de mama y dc snstcma ncrvxoso cen ral

respectivamente); cl hcraclcnol (l7) fuc sclccuvo pnm las hncas celularcs de cancer dc colon

y de lcucemia con valores de 76 63 v 73 77 % respcctxvamcnlc. Ia l'eloplcrma (IS) fuc

selectiva a tres lincas celulares con valorcs muy altos para colon. ]cuccmm prostatavcon

valores de 116.21, 88.40 y 74.89 % rcspcctlvamcnlc, por ulumo. Ia heraclemna p cscnto altos.
valores de citotoxicidad en todas las.lmcas celulares cvaluadas. Los valores en orden de
mayor a menor actividad son 93.16, 92.44, 88.53. 78.08 y 76.31 Yo, quc correspondcn

respectivamente a leucemia, mama, sistema ncrvioso central, prostata y colon.
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Los resultados de citotoxicidad de cumarinas esta de acuerdo con lo informado en la
literatura®® donde sc menciona que estos compuestos y sus derivados son sustancias con
doble actividad bioldgica; aumentando reactividad de la célula inmune y ejercicndo los
efectos antitumorales. En células sensibles tumorales, estos compuestos causan cambios
significantes en la regulacién de respuestas inmunes, cn el crecimiento de la célula y en la
diferenciaciéon. También sc han informado los resultados positivos de las cumarinas para ia
disminucioén de carcinoma renal y de préstata. Estudios recientes sobre el modo de accién de
las cumarinas y sus compucstos relacionados indican que los efectos antiproliferativos
cclulares obscrvados de estas sustancias podrian deberse a diferentes mecanismos de accidn,
incluso a la induccién de apoptosis, al arresto del ciclo celular, a'la regulacidn de la expresién

del oncogen, asi como por la posible induccién de diferenciacién®.
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Compucsto 3] 1 17 16 15 P-D 2 9
Linca celular

U251 1.5330 | 0.7600 1.0800 | 0.8930 | 0.4930 | 0.4920 [ 0.9300 | 1.6020
1.6130 | 0.9570 1.1090 | 0.8140 | 0.3020 | 0.5190 | 0.93400 | 1.6290

Prom 1.5730 | 0.8585 1.0945 | 0.8535 | 0.4985 | 0.5055 | 0.9350 1.6160
t-b 1.5120 [ 0.7635 1.0323 | 0.7775 | 0.3305 | 0.43415 [0.8730 | 1.5570
t-tz 0.8310 [ 0.0935 03615 | 0.1065 | 0.1759 | 0.1795 | 0.2020 [ 0.8860
gl 9.3240 [ 90.0380 | 61.0660 | 88.5300 | 73.8950 | 74.7540 [ 78.2440| 4.6310
PC-3 1.9500 | 1.2980 | 0.8390 | 0.7940 | 60.7560 | 0.7230 | 0.9330 [ 1.4730
13040 | 1.2780 0.7690 | 0.73490 | 6.7570 | 0.8170 | 0.9050 | 1.4670

Prom 1.4270 | 1.2880 08030 ] 0.7715 | 0.7565 | 0.7700 | 0.9235 1.4700
t-b 1.3660 | 1.1930 0.74320 | 0.6955 [ 0.6985 | 0.7060 | 0.8615 1.4710
-tz 0.9070| 0.7330 0.3830 | 0.2365 | 0.0935 | 0.1010 | 0.4035 [ 0.9520
Yol 15.9300] 31.9740 | 73.7720 | 78.0820 | 88.3000 | 87.3690 | 62.6970| 11.7700
K562 33360 1.0430 0.9400 | 0.5700 1.0100 | 2.3740
23090 | 1.1300 0.8520 | 0.3350 | 0.989 0.777 | 0.8710 [ 2.3570

Prom 2.3380| 1.0865 0.8060 | 0.5575 | 0939 | 0.9335 | 0.9305 | 273660
t-b 270330 [ 1.0005 0.7520 [ 0.3365 | 0.131 0.2265 [ 0.7455 | 23070
-1z 1.7280 | 0.6933 0.33G60 | 0.1305 | -0.137 | -0.051 | 0.a395 | 2.0010
Vagl 9.3830 | 63.6100 | 76.6310 [93.1620| 116.21 | 105.68 | 76.9710] -4.8210
HCT-15 [ 21220 [ 271130 1.0820 | 09310 1.4930 | 273330
2 1460 ] 2.0690 1.1030 | 093307 1.2330 | 0.5690 | 1.53160 | 2.3000

21160 1.1370 | 0.9260 [ 1.2090 | 0.6140 [ 1.6860 | 2.3040

Prom 20997 17110 [T09237 71,3260 | 05915 | 1.5637 | 2.2820
2 2.2390

t-b 2.1160 | 2.0342 1.0625 0.8752 1.1490 | 0.5100 | 1.5192
. 1.5232 0.5515 0.3642 | 0.7870 | 0.1480 1.0082 1.7180
-3.4350| 0.9000 64.1180 | 76.3070 | 47.6380 | 90.1530 [34.4070] -11.7800
2.0120 ] 0.3690 1.1830 0.4430 1.0450 1.9870
1.9800 | 0.4810 1.2400 0.4990 1.455 0.787 0.9270 2.0890
2.0760 | 0.4340 1.1320 0.4810 1.561 0.852 0.9410 2.0950
2.0230 | 0.4613 1.1850 04743 1.508 0.8195 [ 0.9710 2.0570

Prom

t-b 1.9710 ] 0.3958 1.1365 0.4258 1.431 0.738 0.9245 2.0040

t-tz 1.6660 | 0.0905 0.8312 0.1205 0.903 0.21 0.6192 1.6990

Yogl ~$.3430[ 94.3240 | 47.8870 | 92,4430 | 50.763 88.55 [61.1790| -6.5020
| SiHa 034750 [ 0.5170
0.4460 | 0.5360
Prom 0.4305 | 0.5265
0.3490 | 0.4310

t-b
-0.0190 | 0.0630

-tz
Youl 103.2200]|89.3220

Cuadro 23. Resultados de ka prueba de Citotoxicidad.
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XI1. CONCLUSIONES

A partir de los distintos extractos de las semillas de Casimiroa pubescens se aislaron e

identificaron 15 metabolitos secundarios d¢ los cuales 12 ya estan descritos en la literatura:

isopimpinelina, skimmianina, casimiroina, zapotina, =zapoterina, p-sitostcrol, 8-

geraniloxipsoraleno,’ 5,6,2°,3°,4°  pentametoxiflavona, tetra-acetildaucosterol, heracienol,

heraclenina y felopterina.~

Sc.aislaron: 3 nuevosalcaloides:.la pubcsamida‘}\, B y C dec las cuales se presentan

sus datos fisicos, espectroscopicos ¥ espectrométricos.’

Por Cromalograﬁ:i de. Gases: acoplada a. Espectrometria-de_Masas se determiné la

presencia de 13 hldroc.xrburos de bajo peso molcculnr. Estc tlpo de compucslos no sc habian

informado para cl género Casumroa.

A partir dc las pubesamldas A y B se obtuvo el denvado tctrnhldropubcsnnuda A,

cuyos datos fisicos, cspcctroscoplcos y espcctromemcos se mformnn por vez pnmcra.

semlllas c Casumroa puhcscens apoyan

La prcsenéia dé las‘ l'ufdnbctjxi*nurinaS el

la propuesta blo&,cnctlca quc es gcncral a la faml a Rutaceae quc supone que este tipo de

compucstos dcrlvan dc la umbehfcronn.; - SR L ', :
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La prescncia de los flavonoides zapotina y 5,6.2°.3°,4° pentamctoxiflavona, junto con
los informes en la literatura, indican una presencia recurrente, en ¢l géncro Casintiroa, de

flavonas con niicleos 5, 6 di sustituidos.

La presencia de las cumarinas, los flavonoides, los alcaloides y ¢l limonoide en C.
pubescens, junto con lo informado en laliteratura para C. edulis y C. greggii indican

semcjanzas en los metabolitos seccundarios de estas especics del géncro.

La 5.6.2'.3?,4' pcmamcl x:ﬂavona prcscnlo ncuv:dad antiinflamatoria  dosis-

dependiente’'en cl modclo de cdema mducndo con TPA.

Los compucs'tospubesam‘ida: A, pubesamida . B, 5,6,2°,3%,4" pentamectoxiflavona,

heraclenol y heraclenina no prcscnt_hron actividad anliokidamc en ¢l modelo de DPPH.

La skimmianina y--la--5,6,2%,3%,4 -~ pentametoxiflavona: no = resentaron jnctividnd

citotéxica.

Todos los siguientes: ‘compuestos pr_cscnmroh:act‘i_vidad citotéxica: con diferente

sclectividad de las distintas lincas celulares’ de. cincer. La heraclenina actividad

citotéxica frente a las cinco lineas celulares de cancer.en las que se probd

La pubcsunnda A fuc sclccuva para las lincas cclul.lr s de C'mcer cérvico-uterino, de

SNC y dc leucemia. La lsoplmpmelma fuc sclccuva para. Ias lmcas ct.lulnrcs de cancer de
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mama y de SNC. El heraclenol fue sclectivo para las lineas celulares de cancer de colon y de
leucemia. La felopterina fue selectiva para las lineas celulares de cancer de colon, leucemia y

prostata.
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XII. APENDICE.

X1l 1. Constantes fisi espectr opi ¥y espectrométricas.

Isopimpinelina (1).- Ci3H,00s, sélido blanco (14.2 mg), recristalizado de hexano-
acctato de etilo, p. f. 135 °C, PM=246.. 1R (Pastilla de KBr)' 2950.6 &:m'I (C-H de CHa);
(-C—C-farom.’lllco) UV 7\.,“:.‘ (nm) (EtOH):

1726.9 em™ (-C=0 de lactona); }15‘97'5 cm’!
223.0; 241.5; 248.5; 270.5; 312.5. Rl\lN'll (€DCls, 300 MHz) 813 ppm (d.J=10.0 Hz, H-
29 ppm (d. J=10.0 Hz, H-

4); 7.63 ppm (d, J=2. 2 H7, -3 ) 7.00 ppm (d, J-—-2 2 Hz, H-2‘
3); 4.18 ppm (s, CH, 0-); 4. 17 ppm (s, CH;-O-) RMN-”C (CDCl;. 75 MHz): 160.5 ppm
(C-2); 150.0 ppm - (C-7); 145.1 ppm (C-2"); 144.3 ppm (C¢5); 143.7 Ppm (C-8a); 139.4 ppm
(C-4); 128.24 ppm (C-8); 114,82 (C-6). 112.9 (C-3); lO77 (C,-Ztaj: 105.1 (C-37); 61.73 (CH;s-

0): 60.84 (CH3-0). EM-IE m/z": 246 (M*); 231 (M*-15); 217 (M*-29); 203 (M*-43); 188

(M*-58); 175 (M*-71); 168 (M*-78).

OCH,

Isopimpinelina (1)

Pubesamida A (2). CasH200iaN, solido amarillo, p.f. 88-91°C EMAR: m/z: 391.2220

254 (6). 151 (100),

(rel int.) ([M]°, caled para: 391.2226). MS m/=: (rel int.) 391 ((M*]D (15),
!

©\ crm—————
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135 (16). 120 (44), 105 (47), 83 (86), 77 (16). UV A max nm (CHCIl;3) 269 (log £=4.38) IR

(KBr) v max ecm’' 3452, 1657, 1513, 1030. 'H, '*C-RMN ver cuadros 15, 16 y 17.

Pubesamida A (2)
Skimmianina (3).-C1sH 304N, sélido amarillento, (82.6 mg), . recristalizado de
metanol, p. f. 175-177.°C, PM= 259, RMN-'H, (CDCIl3, 300 MHz): 8.03 ppm(d, J= 9.3 Hz,
H-5); 7.58 ppm (d, J= 3.0 Hz, H-2); 7.25 ppm (d, J= 9.3 Hz, H-6); 7.04 ppm (d, J= 3.0 Hz, H-
3); 4.43, 4.12 y 4.03 ppm (singuletes de CH;0-). RMN-'*C (CDCl;. 75 MHz): 164.4 ppm
(C-8b); 157.17 ppm (C-4); 1752;l'>ppln717 (C,-Sn);' 145.0 Ppm (C‘-.?): 142.0 ppm (C-7); 141.5' ppm
(C-8); 118.2 ppm (C-5); .1 i4.9‘;ppm;(¢.5a); 1 12.1°ppm (C-6); 104.6 ppm (C-3)% 102.0 ppm
(C-4a): 61.7 ppm (CH;O-CS)E S‘lQ;“(-),p;k)m,(‘C’Hgo-C‘t); 56.8 ppm (CH;O-C7). El\l-lé m/z":

259 (M*): 244 (M*-CHj3); 230 (M’;zcﬁ,).

OCIy
Skimmianina (3)

Thois
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Casimiroina (4).- Ci12H,;sNO,, sélido blanco (8.6 mg), recristalizado de hexano-
acetato de etilo, p. f. 138-142 °C, PM=233. RMN-'H, (CDCl;, 200 MHz): 7.56 ppm (d, J=
8.6 Hz. H-6); 6.78 ppm (d, J= 8.6 Hz, H-7); 6.04 ppm (s, H-11a, H-11b); 5.91 ppm (s, H-3);
3.91 ppm (s, H-13); 3.85 ppm (s, H-12). RMN -!3C (CDCIl;, 75MHz): 118.1 ppm (C-6);
104.34 101.0 ppm (C-3); 94.58 ppm (C-11); 55.85 ppm (C-12, C-13). EM-El m/z": 233

(M?*), (M*-CHj); 204 (M*-29).

Casimiroina (4)

Zapotina (5).- CyoH 50y, sélido blanco (24.1 mg) rccristalizado de lnexnno-AcOEt, p.
f. 78-79 °C. PM=342. RMN- 'H (CDCl;, 300MHz): 7.39 ppm (t, J=8.0 Hz, H-4"); 7.29 ppm
(d, J=8.0 Hz, H-7): 7.20 ppm (d, J=8.0 Hz. H-8): 6.63 ppm (d. J=8.0 Hz, H-3')' 6' 63, p}:m «,
J=8.0 Hz. FH-5"); 6.29 ppm (s. H-vinilico, H-3); 4 seinales singulete a 3. 99 3. 98 3 93 y 3.80
) 178 2 ppm (c-

ppm de CH3O de los C-5, C-6, C-2" y C-6"). RMIN-'*C (CDCls.. 754MHz)
4); 158.8 ppm (C-2); 158.5 ppm (C-2"); 157.9 ppm (C-G*); 152.7 ppm (C-S) 149 7 ppm (C-,‘

4a); 147.9 ppm (C-6); 132.0 ppm (C-4"); 119.2 ppm (C-8a); 118. 9 ppm (C-7); l 15 2 ppm (C-
3): 113.8 ppm (C-8); 111.1 ppm (C-17); 103.9 ppm (C-3°); 103.9 ppm (C- ‘), GI.S ppm‘ i

(CH;3-O ¢n el C-5); 57.2 ppm (CHj3-O en ¢l C-6): 56.0 ppm (CH3-O cn ¢l C-5"); 56.0 ppm
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(CH3-O cn cl C-6").EM-El m/z': 327 (M*-CHj); 312 (M*-2CH,;); 297 (M'-3CHai); 137

(CrH.02)".

ocl, O

Zapotina (5)

Zapoterina (6).- CacH300x, cristales blancos (16.7 mg), recristalizado de MeOH, con
p.f. de 265-267 °C. PM=470.15. RMN'"H: 7.45 ppm (m, H-21); 7.43 ppm (t, J=1.8 P‘lz. H-
23): 6.71 ppm (d, J=12.0 Hz, H-1); 6.41 ppm (d, J=1.8 Hz, H-22); 5.96 ppm (d, J=12.0 Hz,
H-2): 5.61 ppm (s, H-17); 4.66 ppm (d, J=6.0 Hz, H-11); 3.74 ppm (s, H;IS); 3.08 ppm (dd,

J=14.0, 14.0 Hz, H-6B); 2.59 ppm (dd, J= 14.0, 4.8 Hz, H-5); 2.40 (dd. J= 4.8,°14.0 Hz, H-

G6ae); 1.98 ppm (s, H-9); 1.73 ppm (dd J=6.0, 15.0 Hz, H-12a); .1 68 ppm (dd

Hz); 1.82 ppm (s, CH3—29); 1.57 ppm (s, CHJ-”S), 1 56 ppm (s. CH;-]S), 1 46 ppm S, CH;-

19): 1.06 ppm (s, cu,-zo) RMN li‘c‘ 207.98 ppm (c-3) 168 48 ppm (c-7)._168 os ppm

26.4 ppm (C-l 8):

10); 44.2 ppm (C-l"). 40 3 ppm (C-6), 36. 2 ppm (C—13). 31. 9 ppm (C-19);

20.5 ppm (C-30); I9.Q ppm (C-,28): 13.4 ppm (C-29).

TEGIS (1
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Zapoterina (6)
B-sistosterol (7).- Ca2olH 3500, sélido blanco (21.9 mg). recristalizado de MecOH p.f.

132-135 °C, PM =414. RMN-'H (CDCl;; 300 MHz: 5.36 ppm (sa, 1H, J=8.1 Hz, H-G). 3.52

ppm (sa, 1H, H-3), schales de metilo’ a 1.01, 0.85, 0.82, 0.80, 0.68 ppm. Los datos

espectroscépicos concucrdan con lo informado en la literatura™

B-sn@n&éﬁ D

sélido'amnﬁllo, (10 6 mg), recristalizado de

S-gcranlloxlpsornlcno (8). szl-lzzo.;,
1600,:1560, 1490;

hexano-acetato de culo. p f—53-54°C PM 38 IR— v max em™: 1710,
1.69 (3H, s), 2.0 (6H, d), 4.69 (2H, da,

1380, 1360. RMN-'H:’ 6 1.53 (3H s). 1 63 (3H.'s);

J= SSHI).543(2H t, J= 95”7 6Hz)
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8-Geraniloxipsoraleno (8)

5, 6, 2°, '3°, 4’-pentametoxiflavona. (9) Con-oO7,-v sélido - bldnco~(82,3 mg)

7.1'y 2940.1 em’”

recristalizado con éter isopropilico, p.f. de 129- 1310C. IR (KBr v ma x 29
595.6 em!(-C=C-

(-C-H de CH1 4 CH;). 1644.2 cm- (-C=0 dc cctona conJugada

aromiitico); 1472 4 cm" (-C-H alifiitico), 1285.6 cm" (-c- 373. 1288 (M*+1),

calculado 372.1”78 nilz (%) 372 (M*. 63), 357 (100). ‘341 (]0) ‘3”7 (l3). 19 (10), 180 (8),

177 (6). UV.A nmy(CH,Cl:) (c) 316 (32 000). 274 (25 155). 252 (25;09:0).:—!?51’\!_7!_\1- "j(CDCl;.

H-7), 7.25 (d; J=9.3 Hz, H-8), 6.84

300 MHz) 8 7.51 (d. J= 9.0 Hz. H-6"). 7.30 (d. J=9.3 Hz,
(s. H-3), 6.79 (d, J=9.0 Hz, H-5"), 3.98 (CH;-O-Cs), 3.95 (cr_i;IO-cz-)v,f;.gdk(cg,-o-cr).
3.93 (CH;3-0-Cq), 3.91 (CH3-O-C3-), RMN- '*C (CDCl3, 75.-MHz) & 178.4 (C-4), 160.6 (C-
2). 156.5 (C-4"), 153.3 (C-2"). 151.7 (C- 9), 149.9 (C-G), 147.8 (C-5), 142.7 (C-3"), 124.2 (C-
6. 1193 (C-7). 118.9 (C-10). 118.5 (C-1"), 113.3 (C-8). 110.9 (C-3). 107.4 (C-5"), 62.0
(CH;3-0-C39). 61.3 (CH3-0-Co). 61.0 (CH3-O-Ca), 57:2 (CH3-O-C3+). 56.2 (CH3-O-Cs).

Thass
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s, 6, 2%, 3°, 4*-pentamectoxiflavona (9)

Tetrahidropubesamida A (10). Cristales blancos, (20.5 mg), recristalizado de éter

isopropilico, p.f.= 78-80°C, PM=395. 'H, '*C RMN, ver cuadros 15, 16y 17.

s s ;" v "

Tetrahidropubesamida A (10)

Pubesamida C. (11) CisH3,O3N, sdlido amarillo, rccnstlnuado de éter isopropilico,
p.f. 84°C. EMAR: m/z: 393.2333 ([M]*, calcd para (393.2304). NIS ‘n/z: (!‘el. int.) 393

([M']) (6). 375 (30), 272 (8). 254 (94), 232 (16), 202 (14) 193 (30), 168 (76). 166 (98), 135~

(100), 120 (G8), 105 (89), 93 (42), 77 (37). 55 (20). uv A 'max nm (MeOH) 230 (log £=4.52)
'*C RMN ver

y 202 (log £=4.37) IR (KBr) v max cm’' 3455, 1655 1512 1486 vy 1286. " "W,

cuadros 15, 16y 17.

=
i

lliifur!':*
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Pubesamida C. (11)

Pubesamida B (12). CasH2003N, sélido amarillo, recristalizado de éter isoprqpilico
p.f. 89-92°C, MS mi/=: (rel int.) 391 ([M™]) (5), 295 (10), 271 (8), 257 (2), 254 (5),‘151 (100),
137 (11), 134 (6). 123 (12), 120 (43). 105 (60), 83 (86), 77 (22), 55 (13)..43 (8). IR (KBr)

vmax ecm™ 3317, 1634, 1537, 1242, "1, '*C RMN ver cuadros 15, 16y 17.

[ ' o

»
o~ 3 ] \“

Pubesamida B (12).

Tetra-acetil daucosterol (14). Soélido blanco, (13.0 mg)b. recristalizado de acetato de

ctilo metanol, p.f.= 283-286°C, PM=688,.97, RMN- 'H (CDCiB ): d 0.8+0.9 (s, CH3 -26,
CH3 -27 y CH3 -29), 0.94 (d, ] =6.5 Hz, CH3 -21), 1.01 (s, CH3 -i9), 1.27 (s, CH3 -20),
1.70 (s, CH3 -18), 2.28 (m, H-4), 2.40 (m, H-4), 3.28 (m, glc-2), 3.31 (m, glc-5), 3.40+3.50
(m. glc-3 y glc-4), 3.58 (m, H-3), 3.77 (dd. J =11, 4.4 Hz, glc-6a), 3.86 (dd, J =11, 3.3 Hz,
ulc-6b), 4.41 (d. J =7.3 Hz, glc-1), 5.37 (da, J =4.5 Hz, H-6). NMR- "*C (CDCI3 ): d 12 (1S y
TESIS (0%
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29), 18.5 (21), 18.7 (27), 19 (19), 19.5 (26), 20.8 (11), 22.8 (28), 24.5 (15), 28.0 (23), 28.7
(16). 28.9 (25), 31.6 (2, 7), 31.7 (8),34.0 (22), 36.0 (20), 36.5 (10), 37.0 (1), 38.5 (12), 39.5
(4).42.1 (13), 45.7 (24),. 50.0 (9), 55.8 (17). 56.5 (14),61.7 (glc-6), 70.0 (glc-4), 73.3 (glc-2),
75.4 (gle-5), 76.2 (gle-3), 78.9 (3), 100.9 (glc-1), 121.9 (G), 141.6 (5). y 28),26.0(3 0y 3 0),
30.3x£30.8 (4 0 %130y 4 0% 15 0), 33.1 (140 y 16 0), 35.0 (20), 35.2 (2 0), 64.8 (1),67.3 (3,
gle-6 0 ), 68.1 (2), 69.9 (glc-4 0), 71.8 (glc-5 0 ),73.5 (glc-20 ), 75.0 (glc-30 ), 100.0 (gle-1

0),177.2(1 0y 1 0).

‘Fetra-acetil daucosterol (14).
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nas.

XI11.2 Generalidades de las cu

Definiciones.

Cumarina cs ¢l nombre trivial aceptado para el compuesto cuya estructura sc

cncuentra en la figura 13; y es también el nombre genérico para el grupo de lactonas de

origen natural que poscen como esqueleto fundamental una unidad de cumarina, CoHgOs.

lfig. i3. Estrnclurp dela cumarinn

A cxcepeién de la cumarina y de’la’4-metiltio-5-metilcumarina (fig. 13 y 14a), todas
las cumarinas naturales tienen unidos dtomos de oxigeno en una o mas de las scis posiciones
disponibles del nicleo, ya seca como fenolcs, éteres, o grupos glicosidicos. Casi todas las

cumarinas naturales se encuentran oxigenadas en el carbono 7 y por consecuencia se ha

propucsto quc la 7-hidroxicumarina (umbeliferona) (fig. 14b) es la precursora de cumarinas

mas complejas®'.
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CH;  SCH;,
= =
o g HO o o
(@) (b)

Fig. 14. 4-metiltio-S-mctilcomarina y umbeliferona

Una caracteristica comiin de muchas cumarinas es la presencia de cadenas de

isoprenoides, ‘generalmente de ‘una, dos o tres unidades. Estas cadenas estin enlazadas a

través de z'\lombs“dc' carbovno‘ 6 de oxigeno al nicleo cumarinico. Frecuentemente la éadcnn

|sopru1oxdc corrcspondc a ‘lo’ que sc llama grupo premlo (3- menlbut- -cmlo),»cl cual se

pucde cncomrnr en su" forma snmplc o ‘en una vanedad de formas donde el esqucleto ha

sufrido modlfcaczoncs

Clasificacion de cumarinas

Por su estructura las cumnrinns,se;h_nn clasificado de. varias formas, sin embargo la

clasificacién mas aceptada ¢s la'siguicnte: -

~conticnen 'solamentc .el anillo de la cumarina con

Simples.-- Son’ aquellas’ qu

Iquilados -y sus- glicésidos, cxcepto en cl anillo

sustituyentes hidroxilados,; alcoxiladc

Furanocumarinas.- Dentro de este grupo se¢ encuentran las furanocumarinas lincales o

angulares con sustituyentes en una o ambas posiciones remancntes en el nicleco benzéico,

TESIS CON - .
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incluyendo las dihidro-furanocumarinas, un cjemplo de este tipo de cumarinas es el

psoraleno.

Piranocumarinas.- Estas sustancias presentan un anillo de 6 miembros enlazado al

nicleo cumarinico de forma lineal o angular y son anilogos de las furanocumarinas, por

cjemplo la seselina.

Cumarinas substituidas.en cl anillo pirano.- Como las 4-hidroxi-cumarinas, 3-fenil-

cumarinas o 3-4-benzocumarinas.,

de cumarinas;

En cspecies _'dq'z‘rla'fz‘xmiliil ‘Rutaccae sc - han cncontrado uproximadamcmc 200

cumarinas -y evidencias per mcmalcs hzm demoslmdo quc eshs se smtctlznn por las
; observadas en olras f‘amlllas dc planlass' 52

mismas rutas biosintétic:

Las cumannas pcrtcneccn “al grupo dc compuestos dcnommndos fenilpropanoides y

son mctabolnos mas comunes dcnvudos dc ln ruta blosmxéuca del shlkmmto-consmalo.
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Ruta del shikimato-corismato

El dcido shikimico e¢s un intermediario importantc en la biosintesis de aminodcidos
aroniticos, los cuales dan origen a numerosos metabolitos secundarios como las cumarinas.

Varias ctapas de esta ruta caracteristica de plantas superiores y microorganismos han sido

experimentalmente comprobadas®'+ 52,

Esta via ticne sus origenes cn ¢l mctabolismo de los carbohidratos y de los dcidos
arboxilicos, los que proveen la critrosa y al acido fosfoenol-pirivico, respectivamente. La
asociacion de cstos metabolitos da origen al dcido shikimico (como shikimato), el que a su

vez por condensacion incorpora otra molécula de dcido fosfoenol. pirivico para. gencrar al

dcido corismico (como corismato) fig. 15.
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CcoO”

[o{e oy . L .
Fosfoenol piruvato OH~~
P CF R 1

POCH, . "/ |-
POCI, Ho"" “TSom’ - - OH
K/\ A s e J-dcshldrnquinaln
Ho ™" NS LT
Eritrosa e ) S
€O -
NAD:*!-!
v .
< WOH . S HOT L oy NOH.
B O ERIEE o1 S S oY
Shikim:.m'3-l'|_|.sl‘nlu;r . ;Shiklnmrlq ;
vii| ‘coo" o ‘
. Mnfncnnl plru\".uo
P cn2 L
[o{e o
/U\ —— @\ /U\
oY o coo” T coor
S on
EPSp Corismato
Enzimas i = DAHP si ii: idroqui il fii=3-deshi i
i Juri dest il =shikimato qui

vii=E l'él’ sintetasa,

Fig. 15. Ruta biosintética del shikimato-corismato.
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<SL PLP
L-Fcnilnlnmna

Fenilpiruvmo

COy”
Y O~ Coz. v
OH k ‘ b
Corismato B : Oll!refcnnto l?-f{rogcna!o
vi
PLP=Piridoxal 5-fosfato NAD"
(o 7
NH>
Thows CON
FALLA DE ORIGEN
llj-'l‘irosina

anina y tirosinag . Formaciéon de la fenilalanina. Enzimas: i,

Fig. 16. Formacién de fen
Corismato mutasa, ii, prefenato deshidratasa, iii, fenilpiruvato aminotransferasa, iv,

1o deshid —

prefenato aminotransferasa, v, ar
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El corismato e¢s ¢l intermediario clave para la formacién de los aminoicidos

aromaticos fenilalanina y tirosina s30 fig. 16.

Estos aminoacidos al llevar a cabo una trans-climinacion pierden el grupo amino y

forman los dcidos trans-cinimico y p-cumidrico respectivamente, fig. 17.

-
L-fenilalanina ) Acido cinamico
Cumarinas -
. .Acido caféico
Fig. 17. For| ion de cu inas a partir. de L-fenilalanina

Algunas dc las tmnsformacnoncs dc los acxdos cmamxco ¥y para cumdrico implican

orto- ludroulacxones. blucosnamon e lsomen cnon |s-lmns. Otra serie de transformaciones

.tmnspos ciones upo NIH. La mayoria de las reacciones

implica las cpoxxdacnones

involucradas cn Ias rutas blogcnclxcas se hnn dcmostmdo con marcadores radiactivos.
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Como ya se menciondé la umbeliferona se considera la estructura inicial en la
biogénesis de varias cumarinas naturales. En la figura 18 se ilustra la biogénesis dec la

cumarina y de la umbeliferona a partir del dcido p-cumiirico.

S _~COOH ~
ono-cpo‘(ldnclon
Llucosx acio COOH

Acido clnnmlco

Cumnrinn

Llu

Umbclll'cron.n :

l8. Rutn biosintética de Ia belifcrona

Furano y piranocumarinas

Las furano y pirano cumarinas sc¢ forman biogenéticamente cuando. al‘ micleo
cumarinico se adiciona un grupo prenilo y este interacciona con un grupo orto-fendlico de tal
modo que se generan diferentes cumarinas naturales con un anillo heterociclico adicional,

fig. 19, -
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= —~
o> I — <
- (=} o =} o o (=}

psoraleno

marmesina .
=~ & \ (furanocumarina)
HO (o} 14
emetilsuberosina
HO
= = S
P
=] o] (] (=] O o]
xantiletina
(piranocumarina)
Homo~ =
ie —_—
umbeliferona o o o
angelicina
' - H columbianetina (furanocumarina)
v _——
-
a3
2
HO o

. sesclina
(piranocumarina)

osthenol

. 19. Formacion de furano y piranocumarinas a partir de 1a umbeliferona
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LLa umbecliferona al prenilarse ya s ea en los carbonos 6 u 8 da origen a la

demictilsuberosina y al osthenol respectivamente, los que Floss, H.*, considera como

precursores de las furanocumarinas lineales y angulares.

Asi, cuando la prenilacién nuclear de la umbeliferona ocurre en c! dtomo C-6, sc
pucden formar furanocumarinas lincares como la marmesina y el psoraleno. Sin embargo, si

la alquilacién ocurre en el C-8 se forman cumarinas angulares como angelicina y seselina

entrc otras, fig. 20.

La cpoxidacién de 1a cadena prcnilﬁda lateral y su posterior hidrélisis da origcn‘ aun

Esta ruta sc ha comprobado c‘(pcnmcnla]mcntc mediante marcadorcs radlactlvos. Por-

diol.

cjcmplo, en cl caso de la| marmesina, un dlol constltuyc su precursor.y la poslcnor clcluac

cstructuras.

6 S N
D —
le) O O

umbeliferona

HO

demetilsuberosina

HO

=
I X %
o o le) © 4 o HO o o

psoraleno marmesina

Fig. 20. Formacion del psoraleno a partir de la umbeliferona
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Fry

XII1. 3. Generalidades de los flav

Se¢ denominan flavonoides a varias clases de compuestos, que contienen dos anillos
aromaticos unidos mediante una cadena de tres dtomos de carbono (compuestos CeC3Co) que
sc encuentran ampliamente distribuidos en los vegetales y que son biosintctizados cn parte a

partir del acndo shlklmlco y.en parte a partir de la acctilcoenzima A via malonil’ CoA

(biosintesis mxxta).

e todo cl> carbon fotosmteuzado por plantas cs

ue;alrededor‘del” 2%.d

convcrudo ﬂavonoxdes o: n compucstos estrechamcnle relncxonados. Los ﬂavonondes

constituyen uno _dc los brupos mas- &,r.mdcs de I:\ nal raleza quc prescntan fcnolcs. Son

vmnalmcmc ublcuos en plantas verdes Yy son comunmemc cncontrados en cualquler trabaJo

que involucre’ extractos de: plamas. Por esta ‘razén’ es muy xmportante quc los qulmlcos.

bioquimicos y biélogos sepan. cémo rcconoccr. alslar (3 |dcmlﬁcar estos productos naturales

en todas sus diferentes formas®s, c R

Las propicdades fisicas dependen de la clase de flavonoide considerado y su forma
(libre, glicosido & sulfato). Por ejemplo las flavonas, flavonoles y auronas, debido al sistema
conjugado son sdlidos con colores que comprenden desde el amaritlo muy tenue hasta el
rojo.

Como se¢ menciond anteriormente los flavonoides son metabolitos secundarios

vegetales de origen biosintético mixto: el anillo A provience de Ia ruta de la malonilcoenzima
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A y cl anillo B ¥ la cadena de 3 dtomos de carbono proviencen de la ruta del dcido shikimico.
Un tricétido se cicliza y se condensa con una molécula de dcido p-cumarico. La enolizacién

dcl ciclo proveniente de la ruta de la malonilCoA da origen al anillo aromitico A en las

chalconas y flavanonas. Esitas a su vez son los precursores dc las demas clases de

flavonoides, Es importante rccalcar que este proccso de bxosmtesxs sustenta el hecho de que

cn la mayorm de ﬂavonondes cl am]lo A csta oxlgenado en Ia posu:mn meta, es decxr como es

clucidacién cslructural e i :
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Los glicésidos flavonoides son sélidos amorfos que se funden con descomposicion,

mientras quc las correspondientes agliconas son sélidos cristalinos.

OH

SCon , Mnlc::ng‘ CoA

i
o o o ileADPH

OH
[e] SCoA

Flavanona

Fig. 21. Ruta de 1a Malonil CoA.Enzimas: i: chalcona sintetasa, ii:

reductasa, iii: chalcona isomerasa
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RUTA ACETATO-MALONATO

Ol [o]

OH

(L Dihidroflavonol

~

(o) 1]

Flavonol

OH

/

Fenilpropanoide

ot
o ©/
c

RUTA SHIKIMATO

(=)Flavanona
OH

Flavonn

Dihidrochalcona

Fig. 22. Ruta biogenética de los flavonoides.
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- 4. Generalidades de 1a biogé is de la tiramina.

El acido shikimico es el precursor de los constituyentes vegetales que contienen anillos
aromaiticos diferentes a los formados por la ruta de la malonilCoA. Hay cn muchos casos dos
patrones  estructurales claros_quc pcmliten_rcconoccr los compuestos aromiiticos . derivados

biosintéticamentc. desde cl acndo shlkimlco Y son:’ el patron dc oxngenacnon. ¥ la presencia de

derivados dc estos. rcprcs:ntof un ayan c nombl

organismos vivos.

La figura 15 csqucmauz cl proceso dc l'ormaclon c] acxdo shlklmlco. La formacnon del
dcido shikimico ocurre a partir de precursores de 3 y 4 atomos dc carbono como son el

fostocnolpiruvato (FEP) y Ia critrosa-4-fosfato (E4P) a través de la seric de etapas descritas.
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Este precursor es convertido posteriormente cn los aminoacidos fenilalanina o tirosina

(Figura 16), los cuales por accion de amonialiasas dan origen bien sea al dcido ciniamico o p-

hidroxicinamico (también Ilamado dcido p-cumirico por otros autores). Estos dos acidos

aromaticos son los precursores dircctos de los fenilpropanos naturales®®.

Se¢ sabe que algunos alcaloides provienen de la biogénesis de la fenilalanina y de sus

derivados hidroxilados (fig. 16)

COOH coon
uo——<<:::>——cugnanz

Fenilalanina
Tiramina

Fig. 23. Tiramina. Amina relacionada con la fenilalanina
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