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-I INTRODUCCION

Casimiroa edulis Llave et Lex ( zapote blanco )

es una de las muchas plantas medicinales con que cuenta la her-
bolaria mexicana. Su efecto farmacolfgico conocido ancestralmen-
te ( hoy establecido como efecto hipotensor ) fue desde entonces
plasmado en el nombre ndhuatl de la planta: "cochizapotl®™ que sig
nifica "fruto dulce que induce el sueno". Desde mediados del si-
glo pasado esta planta fue objeto de numerosos estudios qufimicos,
farmacold8gicos y boténicos (1), cuyo principal interés recayd en
la semilla y eventualmente en la corteza de la planta.

Debido a que la hipertensifén es un problema que
afecta a una parte importante de la poblacién y para el cual no
‘existe, a la fecha, un tratamiento ideal (2), la incorporacién de
C. edulis =-con sus propiedades hipotehsoras— a la terapéutica mo-
derna podrfa constituir un paso importante en el desarrollo de
productos farmacéuticos elaborados a partir de plantas de recono-
cido uso medicinal, ya sea la planta misma o sus extractos crudos
o semipurificados.

Uno de los requerimientos para poder lograrlo es
la cuantificacién de aquellos compuestos farmacolégicaménte acti-
vos que se encuentren presentes en la planta, esto exige el uso
de técnicas analiticas poderosas que permitan el estudio de mez-
clas complejas como es el caso de los extractos de plantas.

Se ha demostrado que la N, NxX-dimetilhistamina
( DMH ) es responsable, cuando menos en parte, de la actividad
farmacoldgica detectada en los extractos metanflicos de la semi-
1la de zapote blanco (3); por lo que el objetivo central del tra
bajo fue el desarrollo de un método analitico por cromatograffa
liguida de alta eficiencia ( CLAE ) que permitiera la deteccién
y cuantificacién de dicho metabolito en extractos orgénicos e
infusiones, tanto de semilla como de hoja. La hoja se incorporé
al estudio debido a que la informacibn etnoboté&nica puso de mani-

fiesto que esta parte de la planta es méds utilizada que la semi-



lla con el mismo fin.

El logro de la deteccif6n de la DMH en las infu-
siones es particularmente importante porque la mayorfa de las
plantas medicinales encuentran uso préctico en forma de infusio-
nes,. . de aqui que se haga necesario demostrar que una infusién
puede ser sometida al estudio guimico-analitico para establecer
su contenido de metabolitos secundarios.

En este sentido, el estudio realizado constitu-
ve una contribucifén a la serie de trabajos que con el objeto de
establecer métodos analiticos para la estandarizacién de produc—-
tos para uso terapéutico elaborados a partir de plantas medici-
nales se estan efectuando.

En el capitulo de Antecedentes se hace evidente
que se habfan soslayado los trabajos fitoquimicos con la hoja
de la planta, por lo que actualmente se encuentra en proceso el
rastreo fitoquimico de esta parte de la plarita.

Asimismo, se considerS de importancia la cuanti
ficacibén de cuatro furocumarinas encontradas en la semilla, dado
gue este tipo de compuestos puede tener una gran variedad de efec
tos farmacolbgicos (4).

Durante el trabajo experimental fue posible de-
terminar otros metabolitos secundarios cuyo estudio no se habia
propuesto inicialmente; como es el caso de la NX-metilhistamina
( METI ), histamina {( HI ) y casimiroedina ( CM ) como grupo de
derivados imidaz6licos, asi como del glic8sido rutina. Los dos
primeros fueron buscados sobre la base de la determinacién exito
sa de DMH y la hip&tesis de que serfa razonable buscar los meta-
bolitos estrechamente relacionados como lo son la MHI e -HI.

Es importante mencionar que en el estudio se a-
plicaron cuatro métodos cromatogréficos distintos, lo cual resul
ta ilustrativo de la versatilidad y alternativas que para el
anflisis de mezclas complejas -como es el caso mds frecuente en
el estudio de extractos de plantas-— se dispone con CLAE.

Otro aspecto importante de los métodos estable-
cido en este trabajo es su aplicacibén para la determinacidén de

metabolitos secundarios en extractos provenientes de cultivos de
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células vegetales in vitro de C. edulis. El método para la cuan
tificacibn de metabolitos imidaz6licos fue aplicado con &xito a

muestras de callos de zapote blanco.*

*# E1 cultivo de tejidos vegetales fue realizado por Roberto
Fnciso en la Unidad de Investigaci6n Biomédica en Medicina
Tradicional y Herbolaria, IMSS.



IT ANTECEDENTES -

2.1 Estudios fitogufmicos y farmacolbgicos de Casimiroa edulis.

Casimiroa edulis, Llave et Lex, conocida pcpular-

mente como zapote blanco, es un &rbol perteneciente a la familia
de las Rutéceas gque se encuentra ampliamente distribuido en México
y Centroamérica; ha sido ampliamente utilizado como planta medici-
nal desde los tiempos prehispfnicos. Su uso se consigna en las
obras de Herndndez, Sahagfin, Farfan y Ximénez (5); a las semillas
se les ha atribuido propiedades hipnéticas y sedantes, también se
menciona su uso como cicatrizante y a las hojas se les conceden
propiedades antidiarrefcas.

En las obras mencionadas se encuentran informa-
ciones confusas y contradictorias que pueden deberse al hecho de
una posible confusibn entre diferentes especies de Casimiroa o a
la interpretacibn de los recopiladores de la informacién que po-
sefan una visién muy distinta a la del mundo fndigena.

Al iniciarse los estudios sobre C. edulis, el
mayor interés recayb sobre la semilla y el primer estudio quimi-
co de ésta corresponde a José S&nchez en 1863 (6), quién obtuvd
una sustancia cristalina con las propiedades de un alcaloide,
resultando inactiva en los ensayos farmacoldgicos.

El Instituto Mé&dico Nacional dedicé varios anos
de estudio para intentar establecer claramente las propiedades
medicinales de C. edulis, y es en esta época cuando se pone de
manifiesto su efecto hipotensor. Garcfa Carmona (7) fue el pri-
mero en notar diqho efecto en los extractos metanb6licos de la
semilla y mids tarde De Lille (8) publica los primeros trazos
gque permiten la corroboracién de la actividad.

A partir de la década de los 50s, el estudio
quimico de la semilla se intensifica y es cuando se aislan de
ella una serie de compuestos de estructuras muy variadas. Kincl
y col. (9) determinan como la sustancia mis abundante en el ex-

tracto metanb6lico de la semilla a la casimiroedina, cuya estruc-



tura fue determinada posteriormente (10). Sin embargo, dicha sus
tancia no mostr6 las propiedades farmacol8gicas encontradas en
el extracto pero en cambio se encontré que posefa actividad an-
tileucémica (11).

En 1958, Major y Dursch, y separadamente Ling
y col. (3) confirmanrel efecto hipotensor de 1la semilla y ais-
lan de ella a la N«x, Ne—dimetilhistamina ( DMH ) atribuyendo,
cuando menos en parte, la actividad a dicho metabolito. Es inte
resante resaltar el hecho de que los primeros mencionan la exis-
tencia de al menos otros dos compuestos imidaz6licos en el ex-
tracto, pero no pudieron establecer su identidad..

La DMH es un metabolito secundario que no se
encuentra ampliamente distribuido en la naturaleza, se ha encon-

trado también en la esponja Geodia gigas (12), en el hongo Copri-

nus comatus (13), en Spinacea oleracea (14) y mis recientemente

en el cactus Echinocerus triglochidiatus (15).

En el extracto metanSlico de la semilla también
se encontrd N-benzoiltiramina que por su relacidn estructural con
la amina simpatomimética tiramina podrfia ser considerada como
potencialmente activa, aunque su accidn no ha sido corroborada
(9) v su presencia ha sido cuestionada (16).

En el mismo trabajo de Kincl se menciona la
existencia en las semillas de la furocumarina 4-metoxi-9-hidro-
xipsoraleno®*, pero este producto es resultado de las condiciones

ke

&cidas en las que se llev6 a cabo la extraccifn.

Las furocumarinas cuantificadas en este trabajo
son: S—geraniloxipsoraleno, 8-geraniloxipsoraleno, 5-metoxi-8-
geraniloxipsoraleno y felopterina. Dichos compuestos habfan sido
previamente aislados de las semillas de C. edulis, a excepcidn
de la 5;geraniloxipsoraleno que resultd ser un compuesto nuevo

en esta planta.

* En la nomenclatura moderna la posicién 9 corresponde a la 8
y la 4 a la 5.



Sobre la hoja de zapote blanco no se encontré
ningtin estudio fitoquimico; de la corteza se aislaron tres com-
puestos nuevos gue no estan presentes en la semilla. La casimi-
roedina, que es el componente mi&s abundante de la semilla, no se
encontrd en la corteza (17).

De los componente quimicos de la semilla, Kincl
y col. (9) aislaron: casimiroina, casimiroedina, casimir6lido,
sitosterol, &cido benzoico, ipuranol, ac. nleico, ac. linoleico,
ac. palmitico, ac. estedrico, zapotina, zapotinina, zapoterina,
palmitamida, N-benzoiltiraminay 9-hidroxibergapteno; Major y Dursch,
y separadamente Ling y col. (3a, 3b) aislaron la N& Not-dimetil-
histamina; Mechoulum y col. (18) aislaron la zapotidina, y Dreyer
(16) los compuestos furocumarinicos: felopterina, 8-geraniloxi-
psoraleno y la 5-metoxi-8-geraniloxipsoraleno. Finalmente, Enri-
guez y col. demostraron la presencia de una furocumarina més:
la 5-geraniloxipsoraleno.

Las estructuras gquimicas de los compuestos
determinados en este trabajo: felopterina, 8-geraniloxipsorale-
no, 5-geraniloxipsoraleno, 5-metoxi-8geraniloxipsoraleno, DMH,
MHI, HI y CM, se dan en las Figs. 1 y 2.

' Entre los componentes aislados de la corteza
de C. edulis por Iriarte y col. se tienen: eduleina, edulitina,
edulinina, zapotina, bergapteno, isopimpinelina, 5,6-~dimetoxi-
flavona, casimiroina, escopoletina, dictamnina, fagarina y skim-
mianina.

De los compuestos mencionados, algunos eran ya
conocidos vy otros resultaron compuestos nuevos. Es interesante
notar la variedad de estructuras quimicas producidas por la plan-
ta, dicha variedad de metabolitos constituye una caracterfstica
de los miembros de la familia de las Rutdceas.

Las furocumarinas, cuya existencia ha sido co-
rroborada en las semillas, pueden tener efectos farmacolégicos
muy variados. Algunas cumarinas simples pueden ejercer efectos
narcbticos en animales (4a) y por otra parte, su accién fotosen-

sibilizadora es bien conocida (4b).Un dato que resulta interesan-



te en el estudio del zapote blanco como planta medicinal con
efecto hipotensor es la correlacidn posible con estudios en los
cuales se manifiestan las propiedades hipotensoras de algunas

cumarinas y furocumarinas (19).

2.2 Informacién Etnoboténica.

La investigacifn etnobotédnica emprendida en
1975 por el IMEPLAM ( en la actualidad Unidad de Investigacién
Biomédica en Medicina Tradicional y Herbolaria, IMSS ) en di-
versos lugares de los estados de Hidalgo, Morelos, Tlaxcala y
Puebla sobre el zapote blanco indica que la poblacién que lo

‘utiliza, lo hace principalmente como infusiones de hoja y en
menor proporcibén como infusiones de semilla.

En la mayoria de los casos, los informantes
mencionan su uso para bajar la presibén, "curar la presidén",
"calmar los nervios" y para provocar el suefio. En el estado de
Hidalgo se menciona su uso en el tratamiento de célicos en ninos
pequenios. Se habla también del fruto como propiciador del sueno
y como calmante de los nervios vy de los dolores reumdticos.

El uso del zapote blanco como planta medicinal
estéd difundido principalmente en las comunidades rurales mes-
tizas que para su consumo lo adquieien en los mercados o lo

cultivan en sus casas.



IIT CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

La cromatograffa liquida de alta eficiencia
( CLAE ) es una técnica analitica muy poderosa y versdtil, con
aplicaciones en diversas disciplinas cientificas.

La cromatograffa liquida es conocida desde
1903, ano en que Tsweet (20) separd pigmentos vegetales utili-
zando la cromatografia de adsorcifn; sin embargo, durante mucho
tiempo estuvo relegada y s6lo. era utilizada con fines preparati-
vos. Contribuyd a este hecho él gran desarrollo que se logrd
para la cromatografia de cases, con la cual se lograban deter-
minaciones en mezclas complejas en tiempos muy cortos. Fue a me-
diados de la década de los sesentas cuando se hicieron las pri-
meras descripciones de los cromatfgrafos de lfquidos de alta e-
ficiencia que permitfan separaciones comparables a las logradas
por cromatografia de gases (21-23).

A partir de entonces el desarrollo de esta
técnica ha sido muy amplio y ha abarcado diversos aspectos, ta-
les como: disefio de empaques, empacado de columnas, tipo y di-
sefio de detectores, bombas y sistemas de control de flujo y de
inyeccibn. Se han publicado varias revisiones acerca del equipo
utilizado en la CLAE (24-28), por lo cual no se describir& aqui.

Una de las ventajas de la cromatografia liqui-
da con respecto a la cromatografia de gases es la operacién a
temperaturas relativamente bajas ( inferiores a 70°), lo que )
disminuye la posibilidad de descomposiciones inducidas térmica-
mente durante el proceso de separacién. Sin embargo, una de sus
desventajas es no poseer un detector universal. Los detectores
mids utilizados en CLAE son el espectrofotbmetro UV-visible, flud—
rémetro v refractbmetro diferencial, que puede considerarse
como potencialmente universal. Existen otros detectores de apli-
caci6én mids reducida cono sonlos detectores electroquimicos, de
radiocactividad y de conductividad (29-31); también se han des-
crito detectores de captura de electrones (32) y de ionizacidbn

a la flama (33). Se encuentran también disponibles comercialmen-



te interfases CLAE-EM (34) gque podrfian llegar a alcanzar la po-
tencialidad que tiene la cromatografia de gases acoplada a la
espectrometria de masas. Ademds, se realizan estudios para poder
acoplar el sistema RMN-CLAE (35) que puede resultar m&s factibhle
dada la similitud de requerimientos de operacidn de ambas téc-
nicas.

La cromatografia lfquida moderna debe su alta
eficiencia al desarrollo de fases estacionarias constitufdas por
particulas muy pequenas ( <,26/um ) v de tamano uniforme. La dis-
minucibén en el tamano de particula trae consigo problemas en el
empacado de las columnas vy en el paso de la fase m6vil a través
de ella. A un tamano de particula menor corresponde una caida
de presibén mayor, por lo que existe un limite'préctico en la re-
duccidn del tamano de particula como medio para-incrementar la
eficiencia. ‘

La alta eficiencia de la técnica ha permitido
una reduccibn de los tiempos de andlisis, asi como también de-
terminaciones en mezclas muy complejas que en muchos casos pue-
den hacerse con un minimo de pretratamiento de la muestra.

La versatilidad de la técnica se debe a los
diferentes tipos de cromatografia liquida que existen, clasifi-
cados de acuerdo al fipo de interaccién que rige la retencién
de los solutos. Estos tipos de Cromatografia liquida son:

C. adsorcibn, C. particibn, C. fases quimicamente unidas

( normal e inversa ), C. intercambio idnico, C. pares de iones
y C. ekclusién. Recientemente se ha descrito la cromatografia
con fases mbviles micelares (36) que muestra propiedades andlo-
gas a los sistemas convencionales de cromatografia de fase in-
versa v se ha comenzado a establecer sus bases tebricas (37).
Cada uno de los tipos de cromatograffia se aplica dependiendo
del tipo de compuestos por separar.

Dado que la descripcidén de esta técnica ha
sido ampliamente tratada (38-42), tanto en sus aspectos tebri-
cos como précticos , sblo se pretende dar aqui una breve des-

cripcibn de aquellos aspectos que son mé8s relevantes para el tra-
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bajo realizado. Giddings (42) puso de manifiesto que todo el de-
sarrollo tebrico hecho para la cromatografia de gases era igual-
mente vdlido para la cromatografia de liquidos.

De los tipos de cromatograffia mencionados, la
cromatografia de pares de iones ( CPI ) es la de mds reciente
uso. Su desarrollo se debe en gran medida a los estudios de Schill
y col. (43) y ha sido de gran utilidad para la separacién de com-
ponentes muy polares, va sea i6nicos o ionizables, con ventajas
sobre la cromatogfafia de intercambio ib6nico que presenta proble-
mas de estabilidad en los empaques vy de reproducibilidad en 1los
resultados.

La CPI ha recibido varias denominaciones, lo
cual es reflejo de la incertidumbre que existe acerca del o los
mecanismos de retencidn. Este tipo de cromatograffa puede rea-
lizarse en fase normal o inversa. En fase normal, la silice se
recubre con una fase estacionaria acuosa adicionada de una base
o un dcido ( contraidn ), lo cual depende del tipo de compuesto
por separar, la fase mévil estd constituida por un disolvente
orgénico inmiscible con el agua. En la préictica esta fase nor-
mal resulta problemitica debido a que las fases estacionaria y
mbévil deben ser equilibradas previamente, lo cual en ocasiones
puede resultar diffcil, y ademds la fase estacionaria puede ser
arrastrada del soporte. La principal aplicacibn que presenta es-
ta comatografia es en la separacién de compuestos que no absor-
ben en el UV y que mediante la formacidn de un par de iones con
un contraibén qgue absorbe en esta regidn puede lograrse la detec-
cién a la salida de la columna.

La CPI en fase inversa se lleva a cabo en un
soporterconstitufdo por silice a la que se han unido quimica-
mente cadenas hidrocarbonadas que pueden ser de diferente lon-
gitud. La fase mbvil esté constitufda de una solucién acuosa del
contraidn ( &cido o base ) adicionada de un disolvente orgédnico
miscible con el agua, gue generalmente es el metanol o el aceto-
nitrilo. Una descripcibn més detallada se hard para la CPI fase

inversa por ser ésta la que presenta mayores ventajas.
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Las principales ventajas que presenta la CPI
fase inversa son: mayor estabilidad de los empaques, ya que la
fase estacionaria se encuentra quimicamente unida; posibilidad
de efectuar gradientes de elucién y gran versatilidad debido al
nlimero relativamente grande de factores que intervienen en el
establecimiento de las condiciones de una separacifn. ‘tales Eéc—
tores son: longitud de la cadena hidrocarbonada de la fase es-
tacionaria, longitud de la cadena del contraién y naturaleza
guimica, concentracién del contraibén, pH, amortiguadores, fuer-
za i6nica y temperatura de la separacibn.

Las condiciones en CPI son relativamente més
dificiles de establecer que en los otros tipos de cromatografia
debido a lo mencionado anteriormente, por lo gue para comprender
el efecto que tiene cada uno de los par&metros por establecer
se hace necesaria una descripcifn del o los posibles mecanismos
de retencibn. .

En el caso de la CPI el tema del mecanismo de
retencibdn ha sido objeto de numerosos estudios por parte de un
nmero grande de investigadores sin llegar, a la fecha, a escla-
recer inequivocamente como se lleva a cabo la retenciébn.

Se han propuesto b4dsicamente dos mecanismos
de retencibn:

1) Intercambio ibnico (44-47): En este mecanismo se pro-
pone que el contraidn debido a su naturaleza hidrofébica se ad-
sorbe a la fase estacionaria , transformidndola en un iﬂfercam—
biador de iones; asi el mecanismo serfia de intercamibio iénico.

Dicho mecanismo se puede representar como sigue:

- + - »
WVW—CH.,) 4 C"’\ + %W\ -ﬁ————-— i Ke#r

o+
+ - + , X
- s +~ S — man— C T S + ”
WAL paar— C ng4' m e - as’f’
donde: _ e
Wwar— LH: fase estacionaria
c contraidn est = estacionaria
+ , :
X co—-idbn m =Am6v1l

+
S soluto



2) Adsorcibén de pares de iones (48-51): En este mecanis-
mo se propone que el contraién y el soluto forman en la fase
mévil un par de iones con las caracteristicas de una molécula
neutra, que se adsorbe a la fase estacionaria de naturalieza
‘hidrofébica. Se ha propuesto también que la formacidn de los
pares de iones se efectua en la interfase fase estacionaria-
fase mdvil (52), lo cual explicarfa gue en algunos estudios
no se hayan detectado pares de iones en la fase mbvil.

‘Ninguno de estos mecanismos ha resultado ente-
ramente satisfactorio, por lo que Bidlingmeyer y col. (53) sugie-
ren un término menos restrictivo para el mecanismo de retencidn
tal como "interaccibén ibnica", usado para englobar todas las
fuerzas, ademids de las coulbémbicas, involucradas en la reten-
cibn. Tales fuerzas las denomina: eluofdbicas, eluéfilicas,
adsorfdbicas v adsorfilicas. Al i6n adicionado a la fase movil
( cominmente llamado contraidn ) lo denomina "i6n interaccionan-
te". El mecanismo propuesto no requiere la formacién de pares de
iones en ninguna fase vy no se basa en el intercambio i6nico clé&-
sico, sino que propone un intercambio ib6nico dindmico.

Otros investigadores (54) han sugerido una
superposicién del mecanismo de intercambio i6nico con el de for-
macidén de pares de iones.

Afortunadamente, a pesar de no conocer con
certeza el mecanismo que rige la retencién, es posible hacer
predicdkxms de acuerdo con la naturaleza de los compuestos por
separar para establecer las condiciones iniciales , que sobre
la base de los resultados experimentales se iran afinando hasta
lograr 1la resoluciéh requerida en la separacidn.

A continuacién se describird cada una de las
condiciones que tienen que ser establecidas y su efecto en la
retencién de los compuestos.

Fases estacionarias: En fase inversa las fases estacio-

narias més utilizadas son la C8 y la C gue son empagues Cons-

18’
rituidos por sflice unida quimicamente a cadenas hidrocarbonadas

con 8 o 18 &tomos de carbono, respectivamente. El aumento en la
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longitud de la cadena conduce a aumentos en la retencién de los
solutos, ya gque los contraiones hidrof6bicos se fijaran més -

fuertemente a la fase estacionaria (52).

Fase m6vil: En cuanto a la fase mévil se discutiran se-
paradamente cada una de las condiciones que deben ser estableci-
das en ella.

A) contraibn: el efecto que el contraién tenga sobre
la retencidén dependerd de la naturaleza del soluto y del contra-
i6én. Si el contraibén ( iBn interaccionante ) vy el éoluto son de
la misma carga disminuird la retencién, esto se explica por un
fendmeno de repulsién electrostética, en algunos casos esta re-
pulsibén hace qué los compuestos eluyan en el tiempo muerto. Se
han reportado, inclusive, eluciones antes del tiempo muerto
lo que conduce a valores de k' negativos; esto se explica supo-=
niendo que el soluto es exclufido de los poros de la fase estacio-
naria a la cual esta fijado el contraién.

Si por el contrario, el contraidén y el soluto
son de cargas opuestas se tendr& una interaccibn y por tanto
retencibén del soluto debido a la presencia del contraidn. En el
caso de solutos.neutros se ha observado (53) gue la presencia
del contraidn no afecta la retencidén del soluto, lo cual es claro
debido a que no existirfan las interacciones de tipo ifnico.

Los contraiones utilizados con mayor frecuencia
son las sales de tetralguilamonio, alquilsulfatos v alquilsulfo-
natos.’

La longitud de la cadena es otro de los facto-
res modificables, a una mayor longitud el contraidén ser& més
hidr6fobo v por tanto tendrd una mayvor afinidad por la fase es-
tacionaria y se fijar& més fuertemente a ella, lo que a su vez
ocasionard un aumento en la retencibén de los solutos.

' La concentracidn del contraidn permitiré hacer
variar la fuerza de la fase mb6vil, a una mayor concentracidn
corresponde un aumentc en la retencién ( a valores menores que
la concentracidén micelar critica ), esto es predecible alin cuan-

do no se tenga la certeza en cuanto al mecanismo de retencidn.



Es importante mencionar gue por cambios en la
concentracién del contraibn o en la longitud de la cadena hi-
drocarbonada no se logran cambios en la selectividad , ya que
las curvas log k' ( k' = factor de capacidad ) contra longitud
de lacadena O contra concentracién del contraibn para diferen-
tes solutos generalemente son paralelas

B) Disolvente orgdnico: los disolventes orgénicos més
utilizados son el metanol y el acetonitrilo,-en algunos casos
se hace uso de otros disolventes miscibles con el agua, tal co-
mo el tetrahidrofurano. La fuerza de la fase mévil puede ser va-
riada por cambios en la concentraci6én del disolvente org&nico, a
una mayor concentracidén de éste corresponde una menor retencién.
Los cambios en concentracién de disolvente orgdnico no conducen
a cambios en la selectividad en una separacién: Para lograr cam-
bios en la selectividad se requiere de un cambio de disolvente,
esto es debido a los diferentes tipos de interacciones gque se
presentan de acuerdo a la estructura qufmica del disolvente y

los solutos a separar {41).

C) pH: este pardmetro es un factor muy importante en
la CPI debido a que mecdiante cambios en pH se pueden lograr
cambios grandes en la selectividad, especialmente en el caso
de &cidos v bases débiles. Los valores de pH que se elijen de-
ben ser adecuados para gue los solutos por separar se encuen-
tren totalmente ionizados, ya que es precisamente en esta forma
iénica que hay interacci6n con el contraibn.

En el estudio descrito por Kong y col. (55)
en el que se caracterizé el comportamiento de &cidos y bases
débiles en distintas ccndiciones de pH, se observ6 que a va-
lores de pH bajos los tiempos de retencidén de los &cidos bajo
estudio fueron esencialmente independientes de la concentra-
cidn del contraibn, mientras que a pHs altos la retencién era
claramente afectada por la presencia del contraidn.En el caso
de las bases débiles los resultados obtenidos fueron inversos,
a pHs bajos la retencién se ve afectada por el contrai6n mien-
tras que a pHs altos seré practicamente independiente. En re-
sumen se puede decir gue la retencidn depende del pH de la fase

mévil v cdel pKa de los solutos por separar.
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D) Fuerza ibnica: Es otro de los paré@metros que permite
regular la fuerza de la fase mévil. A una mayor fuerza ibnica
'se tendrd una menor retencidn, esto se explica, independiente-
mente de cual sea el mecanismo de retencibn , si consideramos
que existiri competencia entre el soluto y los iones de la fase

mévil por el contraidn.

E) Temperatura: En CPI, al igual que en cromatografia
de fases quimicamente unidas fase inversa, se trabaja a tempe-
raturas superiores a la temperatura ambiente debido a que los
procesos de transferencia de masa son lentos por lo que ocasio-
nan ensanchamiento de bandas. A temperaturas mds altas dicho en-
sanchamiento se ve disminuido. i

La CPI también ha sido aplicada en la separa-

ci6bn de compuestos zwitteribnicos mediante el uso de contraiones
de la misma naturaleza. Los compuestos zwitteriBnicos tienden a
comportarse como moléculas sin carga (55) por lo gque son poco
afectados por la presencia de contraiones con un sd&o tipo de
carga; sin embérgo, cuando el contraién‘también es de naturaleza
zwitteribnica la retenci6n de los solutos es afectada. Esta nue-
va forma de CPI ha permitido lograr separaciones de compuestos
tales como los nuclebtidos (56). En este tipo de cromatografia
se propone la formacidn de pares de iones cuadrupolares de

acuerdo con la siguiente reaccibn:

P

st o+ ¢ ———@igt:c}

A

S Soluto
C Contraidén

Otra de las aplicaiones novedosas de la CPI
es la separacidn de péptidos y proteinas (57) utilizando un con-
traibn hidrofilico, tal como los iones fosfato, en lugar del
contraidn hidrocfdébico usual. Esto trae como consecuencia un au-
mento en la carga neta del compuesto y por tanto una disminucidén

en su cardcter hidrobbbico lo cual evita su retencifn irreversible.



' ' 16

Entre las principaiés desventajas de este tipo
de cromatografia se encuentran: -

a) generalmente los sistemas son menos efcicientes que
los correspondientes a fases quimicamente unidas fase inversa,
que conduce a ensanchamiento de los picos.

b) coleo de los picos debido a la presencia de grupos

gilanoleg libres e 1a fasge

los solutos ibnicos.
c) el tiempo requerido para alcanzar el equilibrio de

las columnas puede ser muy largo en algunas ocasiones,

lo
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IV  EXPERIMENTAL
4.1 Material y equipo.

El equipo de cromateograffa liquida utilizado
fue el modelo 5000 de Varian Assoc. con un inyector de véalvula
Rheodyne mod, 7125 ( rizo de 20 ul ) y un detector de longitud
de onda variable Varian mod. UV-50 conectado a una unidad de
manejo de datos Vista 401-CDS.

Para la determinacifén de la HI se us6 un detec-
tor de fluorescencia'FluorichromTM de varian , los filtros para
la radiaci6n de excitacidén proporcionan una banda de 340-380 nm
y los de emisi6n permiten el paso de radiacifén de longitud de
onda mayor de 400 nm. ‘

Las columnas utilizadas fueron Micropack MCH-10
{ C18 monomérica ) y Micropack S8I-10, ambas con empaques de ta-
mano de particula de 10 m y longitudes de 30 cm X 0.4 cm de dig-
metro interno. Para proteccibén de las columnas analiticas se uti-
lizaron en todas las determinaciones guardacolumnas de aproxima-
damente 3 cm de longitud, empacadas con Vydac fase inversa o

Vydac adsorbente, de acuerdo a la columna analftica empleéada.

Jeringa Hamilton 10)ﬂ_

Ecuipo de clarificacién Millipore

Membrana Millipore 0.22 um para soluciones acuosas
¥Memebrana Millipore 0.50 pm para soluciones orgéniceas
Rctavapor Buchi Brinkmann

Liofilizadora LAB CON SO

Balanza analitica Bosch S 2000

Placas analfiticas de sflice de Merck

Reactivos empleados

Acua, metanol, cloroformo, cloruro de metileno, acetato de eti-
lc, todos grado HPLC de Merck; &cido clorhidrico, &dcido perclé-
rico, sulfato de sodic anhidro, fosfato monobdsico de sodio,

&cido citrico, hidréxido de sodio y &cido bb6rico, grado reacti-
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vo analitico de Baker:® o-ftalaldehido vy mercaptoetanol,'grédo
reactivo analitico de Aldrich; laurilsulfato de sodio, grado

reactivo analitico de Sigma.

Sustancias patrdn empleadas

Rutina *

Casimiroedina *

Felopterina *

5-geraniloxipsoraleno *

8—-geraniloxipsoraleno *
5-metoxi-8-geraniloxipsoraleno *

diclorhidrato de histamina de Sigma
diclorhidrato de N®, NK-dimetilhistamina de SKF
diclorhidrato de Ng(-metil histamina de SKFT

4.2 Preparacidn de extractos.

El material vegetal fue adquirido en el mercado,
por tratarse de una planta cultivada, y posteriormente identifica-

da en el Herbario IMSSMde la Unidad.

SEMILLAS

, 60 g de semilla de C. edulis finamente molidas
fueron extraidas exhaustivamente por maceracidén a temperatura
ambiente, primero en hexano y posteriormente en metancl. Los
disclventes fueron evaporados bajo presibn reducida y los resi-
ducs secados al alto vacifio. A partir de los extractos hexdnico
y metan8lico se prepararon las muestras para CLAE como se indi-
ca més adelante.

La infusibén de las semillas se prepar6 ponien-
do una semilla en trozos en 50 ml de agua destilada e hirviendo
durante 10 min., la solucién se filtrd6 a través de papel What-
man 41 y ée liofiliz6, todo el residuo se utilizé para la pre-
paracibn de la muestra.

* Cbtenidos v caracterizados en la Unidad. Ver apéndice.
+ Se agradece a los laboratorios Smith, Kline and French, Ingla-

terra habernos proporcionado estas sustancias.
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HOJAS

10 g de hoja molida se maceraron exhaustivamen-
te en una mezcla &dcido clorhidrico-metanol ( 25-75 ) a tempera-
tura ambiente, el metanol fue eliminado al vacfo en rotavapor
y el agua por liofilizacidn, todo el residuc se utiliz6 en la
preparacibn de la muestra para CLEE.

El extracto metan6licose prepar8 macerando ex-
haustivamente 10 g de hoja molida en metanol a temperatura ambien-
te, del residuo se prepar6 la muestra para CLAE.

La infusifén se prepard hirviendo 2 g de hoja
molida en 50 ml de agua destilada durante 10 min, la solucibén se
filtr6 a través de papel Whatman 42 y posteriormente se liofilizé,
todo el residuo se utilizd en la preparacibn de la muestra para

CLAE.

Z.3 Preparacibn de muestras para CLAE.

Las soluciones para inyectar al sistema croma-
togrdfico se prepararon disolviendo, tanto los estdndares como
los extractos, en un disolvente compatible con la fase m6vil'’

( dicho disolvente se especifica en cada método ) y llevando a
volumen en matraces volumétricos. Las soluciones se filtraron
a través de membranas Millipore para soluciones acuosas u Orgé-
nicas, dépendiendo de la muestra, ééra evitar la introduccién

de particulas gue puedan dahar la columna analitica.

4.4 Ensayos para el establecimiento de los mé&todos cromatogré-

ficos para la cuantificaci6én de los metabolitos.

Debidc a la diversidad estructural gue presen-

tan los componentes de Casimiroa edulis fue necesario utilizar

varios sistemas cromatcgrdficos que permitieran la determinacidén
I'é
de aquellos metabolitos secundarios de interés y de los cuales

se dispusiera de sustancias patrén.
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Para el establecimiento de las condiciones
mds adecuadas se llev6 a cabo una serie de ensayos gque a con-
tinuacién se describen brevemente.

Deteccibn por UV. Seleccién de la longitud de onda.

HT, MHi y DMH: presentan un midximo de absorcifn a 269 nm con

un valor de coeficiente de absortividad muy pequeilio, que en el
caso de la HI tiene un valor E19= 1 en HC10.1 M (58).

CM: \ o prop’ 219 ¥ 280 nm

8~ geraniloxipsoraleno ( II ):Ji :302, 265, 250, 243,

223 nm

210, 220, 244, 250,

259, 267 y 310 nm

5-metoxi-8-geraniloxipsoraleno ( III 3:‘}hﬁx prom: 238, 250,
267 v 312 nm

max EtOH

hmax EtOH®

5-geraniloxipsoraleno ( I )}: ;\

5-metoxi-8-dimetilalilpsoraleno ( IV )::kmax E+OH' 240, 247,
( felopterina ) 269 yv 311 nm
Rutinaz )‘max EtOH: 258 y 355 nm

Con base en los datos de los espectros UV, la
HI, MHI, DMH y CM se detectaron a 220 nm lo que permiti6 aumen-
tar la sensibilidad en el caso de los tres primeros compuestos;
para las furocumarinas se eligié la ;pngitud de onda de 270 nm

v la rutina se detect8 a 360nm.

Deteccibn por fluorescencia

La determinaci6n de la histamina por fluores-

cencia se hizo a las longitudes de onda previamente reportadas
(61), D\ _yo¢ 340-380 y A __:,400 nm
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Ensayos cromatogr&ficos

En las condiciones de detecci6n establecidas
se probaron diferentes sistemas cromatogrédficos: adsorcién,
pares de iones y fases quimicamente unidas fase inversa; a
partir de los resultados se establecieron las condicones de la
separacifén para poder realizar adecuadamente la cuantificacién

de los metabolitos de interés,

HI, MHI, DMH y CM

A) Ensayos en fase inversa

La columna utilizada fue la MCH-10 ( C )

18
Fases mbviles:

1) Mezclas agua-metanol

2) Mezclas agua-acetonitrilo

3) Mezclas amortiguador de. fosfatos (pH 7)-metanol
4) Mezclas &cido percldrico 0.01M - metanol
Temperatura:

Ambiente

50°

B) Ehsayos en silice
Para los ensavos en sflice se aproveché la ventaja
que se tiene en este tipo de cromatografia de poder probar las
f§ses méviles en cromatograffa en placa fina, lo cual trae con-
sigo un ahorro considerable de tiempo v disolventes.
| Las fases mbviles probadas fueron mezclas cloroformo-

metanol y mezclas cloroformo-metanol-amonfaco.

C) Ensayos en cromatografia de pares de iones.
Fase estacionaria: MCH-10
Fases mbviles: Los par&metros a establecer en la fa-
se m6vil son:

Contrai6n: laurilsulfato de sodio

3 3

Concentracidn de contraibén: 5x10° ,A2.5x10—3y 10 "M

Disolvente orgé&nico: metanol
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Sales neutras: sulfato de sodio 2x10~2M

Amortiguadores: fosfatos 2.5%x107% ( pH 2 )
dcido perclérico 0.2 %

Temperatura:

Ambiente o

50¢°

Para la histamina también se probd el método

descrito por Gerhke y col. (59) que mediante la formacién de un

derivado fluorescente de la histamina mejora las condiciones de

separacibn en fase inversa y aumenta considerablemente la sensi-

bilidad en la detecci6bn. Las condiciones utilizadas fueron esen-

cialmente las mismas, la finica modificacién introducida fue no

emplear &dcido clorhfdrico para ajustar el pH debido a que los

iones cloruro son muy corrosivos y afectan la columna.

Furocumarinas: I, IT, IIT y IV

A)

B)

Ensayos en fase inversa
Columna MCH-10 ( Cyg )
Fases m6viles:

Mezclas agua-metanol
Mezclas agua-acetonitrilo
Temperatura:

Ambiente

50°

c

Ensayos en silice
1. Cromatografia en placa fina
Fases m8viles: Cloroformo, hexano-acetato de etilo,
cloruro de metileno, cloroformo-me-
_ tanol, cloruro de metileno-metanol.
2. CLAE en silice

Fases mbviles: Los disolventes gque mostraron reten-

ciones adecuadas en cromatograffa en placa se probaron en el

sistema CLAE para ajustar las condiciones de la separacién.



Los disolventes probados fueron: cloroformo-metanol en distin-
tas proporciones hasta un midximo de 5% de metanol en régimen
isocrdtico y con gradiente de elucibn. Se probd también la
mezcla cloruro de metileno-metanol en las mismas condiciones
de la mezcla anterior.

Temperatura: ambiente

Rutina
A) Fase inversa A
Columna MCH-10
Fases mbviles:
1. &cido percl8rico 10—2— metanol
2. amortiguador de fosfatos ( pH 2 )-metanol
Temperatura:
Ambiente
50°

4.5 Descripcibn de los m&todos cromatogridficos empleados en la
cuantificacifn de los metabolitos,

La asignacién de los picos en los cromatogra-
mas se hizo por comparacibn directa de los tiempos de retencibn
v por adicidn de las sustancias patrén a los extractos bajo es-
tudio para observar si existfa superposicién del estdndar con
el pico gue supuestamente correspondia al metabolito de interés.

Las cantidades minimas detectables ( CMD )
fueron determinadas para una relacidén senal/ruido= 4. Las cur-
vas patrén se elaboraron tomando como pardmetro el &rea del
pico, la cual se graficd contra la cantidad de sustancia de re-
- ferencia. Para cada curva se utilizaron seis determinaciones
que fueron ajustadas por el método de minimos cuadrados. Los
contenidos de los metabolitos se dan con sus intervalos de
confianza que se calcularon como se detalla en el Apéndice.

A continuacién se describen cada uno de los métodos cromato-

gréficos empleados.



4.5.1 Determinacibn de Ne<, NK~dimetilhistamina,
N -metilhistamina y casimiroedina por CPI.

Para la determinacibn se utilizaron los si-
guientes extractos: 340 mg de metanSlico de semilla, extracto -
metanélico-acuoso de las hojas ( equivalente a 10 g de ‘.z se~ -
ca ) y los liofilizados de las infusiones.de hoja vy semiila.
Dichos extractos se disolvieron en &cido perclbrico 0.1 M y
se completd el volumen a 10 ml en matraces volumétricos de
10 mi.

Las curvas patr8n se elaboraron inyectando
i, 3, 5, 8, 10 ¥y ZO}ul de las soluciones de DMH, MHI y CM.

Estas soluciones fueron preparadas por disolucibén de las sus-
tancias de referencia en &cido perclérico 0.1 M y completando
el volumen a 10 ml en matraces volumétricos.

La separacifn se efectub isocr&ticamente con
una fase mévil constituida por laurilsulfato de sodio 10_3M,
sulfato de sodio 2X10 °mM y HClo,
{ 1:1 ) a un flujo de 1 ml / min, temperatura de 50° deteccibn

en el UV a 220 nm.

0.2% en una mezcla agua-metanol

4.5.2 Determinaci&n de histamina.

Para la determinacidén de la histamina se formd
un derivado fluorescente , previamente a la inyeccidn en el
sistema cromatogrdfico, que ademis de mejorar las condiciones
de separacién permite nivelesde deteccidén méds bajos.

Reactivo de derivacibn: Se pesaron 0.5 g de &cido bbrico, se di-
solvieron en 20 ml de agua y el pH se ajustd a 10.4 + 0.1

con NaOH 102; a esta solucifn se adicionaron 50 mg de o-ftalal-
dehido disueltos en ZOOlpl de metanol. El reactivo se almacens
en frascos &mbar a 4°¢

Reacciones de derivacibén: Se efectuaron con el estédndar de his-
tamina, extracto metandlico de semilla y extracto metandlico-
acuoso de hoja. Cada una de las muestras se disolvié en agua

v el pH se ajust6 a 7, se anadieron 3 ml del reactivo de deri-

vacibn v se agité vigorosamente. Las soluciones acuosas se extra
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jeron con acetato de etilo y el volumen se ajust6 a 10 ml en
matraces volumétricos. Para asegurar que no existian interferen-
cias provenientes del extracto se hizo la derivacién de los
extractos adiconando histamina estdndar, también se extrajo
con acetato de etilo el extracto sin derivar en las mismas
condiciones que los extractos derivados.

Ia separacifén se ZO en un

] e
D en una Co.

a Mic c
MCH-10 con una fase m6vil constituida por NaH,PO, 2.5 x 10 M
n

peratura de 40°y deteccidn por fluorescencia.

4,5.3 Determinacién de furocumarinas

La determinacién de furocumarinas se realizb
en‘los extractos hexfénicos de la semilla de zapote blanco, para
lo cual se disolvieron en cloroformo cantidades exactamente
pesadas de dichos extractos. Las cuatro furocumarinas esténdar:
5-geraniloxipsoraleno ( I ), 8-geraniloxipsoraleno ( II ), 5-
metoxi—-8~geraniloxipsoraleno ( III ) y felopterina ( IV ) se
disolvieron también en cloroformo y se llevaron a volumen en
matraces volumé&tricos de 10 ml; a partir de estas soluciones
se elaboraron las curvas patrén para la cuantificacidén inyec-
tando 1, 3, 5, 8, 10 y 20 pl de cada solucifn.

La separacibn se efectud en una columna de
silice ( Micropack SI-10 ) aplicando un gradiente de elucidn;
para podér lograr el gradiente de elucibn requerido se utili-
zaron dos recipientes: el A, que contenia cloroformo y el B,
cloroformo-metanol ( 99:1 ). La variaci6n de la composicifn en

funcibn del tiempo fue:

tiempo ( min ) $A %B $MeOH
0 90 10 0.1
8 50 50 0.5

12 10 90 6.9
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El flujo 1 ml/min, temperatura ambiente ( 22° ) y la deteccidn
se hizo en el UV a 270 nm. Al finalizar cada corrida la colum-
na se reacondicionaba mediante un gradiente inverso al que se

habfa aplicado durante la separacibn y al llegar a la composi-

cidn inicial el sistema se equilibraba durante 10 min.

4.5.4 Determinacifn de rutina
En la cuantificacidn se usaron los extractos
metanblicos de las hojas de zapote blanco, de sus residuos se
pesaron alrededor de 80 mg y se disolvieron en metanol aforan-
do a 10 ml. La solucidn patrdn se prepard disolviendo rutina
estédndar en metanol y ajustando el volumen en un matraz volu-
métrico. A partir de esta solucifn se construyé la curva patrdn
inyectando 1, 3, 5, 8, 10 yv 20 ul.
La columna empleada fue Micropack MCH-10 y la
fase mévil una mezcla metanol-amortiguador de citratos (pH 2)
en proporcidén 1l:1. La elucibn se efectud isocréticamente a un

flujo de 1 ml/min, temperatura de 50°y deteccibén a 360 nm.
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V RESULTADOS Y DISCUSION

La histamina y sus N« -metilderivados no pu-
dieron ser determinados adecuadamente en fase inversa ¢n distin-
tas condiciones ni en fase normal en silice. En fase inversa,
con las fases méviles agua-metanol y agua acetonitrilo en dife-

rentes proporciones no se logrd detectar la HI y sus derivados

Eolah et —— =

MHI y DMH, debido a que al no fijar el pH estos compuestos se
encuentran en forma de monocatifbn, dicatifn y en menor propor-
cidn en forma neutra.

Los valores de pKa reportados para la HI por
=14. A partir

Paiva y col. ( 60 ) son: pKa,=5.8, pKa2=9.4 y pKa

de los valores anteriores se éxplica que aftin cuandg el pH se
fije en 7 con.amortiguador de fosfatoé ( m&ximo valor permiti-
do para evitar el deterioro de la columna ), no =2s posible su-
primir la ionizacibn. A este valor de pH si se pudieron detectar
los compuestos pero la resolucibn entre ellos no fue adecuada
porgue los picos eran muy anchos. Se intent8 un aumentgen la
temperatura para mejorar la eficiencia, pero no se obtuvieron
buenos resultados. Aunque los valores de pKa de los derivados
NAmetilados de la HI no se encontraron reportados, dichos com-
puestos deben tener un comportamiento &cido-base muy similar al
de la HT.

La casimiroedina tuvo par&metrosadecuados en
fase inversa independientemente del pH debido a su estructura
( Fig. 1 ) gue hace que sus propiedade b&sicas se vean reduci-
das con respecto a la histamina.

En la columna MCH-10 se probaron también como
fases méviles mezclas de &4cido percldrico lO_zM - metanol, dado
gue los aniones perclorato tienen la capacidad de fromar pares
de iones, sin obtener buenos resultados porgque la HI, MHI y DMH
elufian en el tiempo muerto, es decir, no tenian interacciones
con la fase estacionaria.

A partir de los resultados obtenidos en placa

fina en silice se observ6 que los compuestos eran retenidos fuer-
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temente y para lograr retenciones adecuadas ( k' entre 2 y 10 )
se requerfian fases m6viles con un alto contenido de agua; por
lo gue tales sistemas no era conveniente llevarlos a la CLAE,
ya que causarian problemas de desactivacién de columnas. T.a
separacibn en fases quimicamcnte -unidas, fase normal, podrfia
constituir una alternativa para eliminar los problemas antes
mencionados; sin embargo dicha posibilidad no fue explorada
debido a que no se contaba con columnas de este tipo; ademis
de que el problema para fijar el pH podria subsistir.

Para la HI existen reportados varios mé&todos
tanto por CLAE ( 59, 61 ) como por Cromatografia de gases (62~
65) , dichos métodos tienen como caracterfistica .ser muy sensi-
bles pero presentan la desventaja de emplear reacciones de deri-
vacidn que‘en el caso de la DMH, metabolito sobre el cual se
centrd el trabajo, no es posible realizar por tratarse de una
"amina terciaria. '

Finalmente fue la cromatografia de pares de
iones ( CPI ) la que permitid la detecci6n y cuantificacién
de 1os derivados MHI y DMH en los extractos de la planta sin
efectuar reacciones de derivacidn.

La seleccibén de las condiciones en CPI es
més compleja que en los otros tipos de cromatografia, va que
los pardmetros a fijar son méds numerosos. De las concentracio-

3 M la gue resultd més

nes de contraién ensayadas fue la de 10~
adeucada; con concentraciones mayores se observaron picos muy
asimétricos vy anchos, en ocasiones hubo desdoblamiento de’
los picos . Lo anterior puede ser indicativo de que se esten
mezclando distintos mecanismos de retenci6n, uno de los cuaies
~ puede ser la solubilizacién micelar, ya que la concentracibn

de contraifn se acerca.a su concentracién micelar critica
3

( cMC ) cuyo valor es $R 10 "M (66).
La adicibn de sales neutras a la fase m8vil
en CPI, ademds de aumentar la fuerza de la fase mb6vil sin mo-

dificar el pH, permitid eliminar el coleamiento de los picos.
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El coleo de los picos puede deberse a la presencii de grupos
silanoles libres en la fase estacionaria que interaccionan
fuertemente con las especies cargadas. La eficiencia se mejord
al fijar el pH con HClO4 0.2 % que cuando se utiliz& amortigua-
dor de fosfatos ( pH 2 ). En cuanto al disolvente orgdnico,  no
existieron diferencias marcadas entre el metanol y el acetoni-
trilo, por lo gque se eligib el primero por su mayor disponibi-
lidad.

La principal desventaja observada para el sis-
tema fue el tiempo de equilibracién de lacolumna que resulta
grande, tal incoveniente podria, tal vez, ser superado por el
uso de un contraibn de cadena m&s corta. El equilibrio de la
columna se controlaba por la constancia en los tiempos de reten-
cibén y por las resoluciones obtenidas entre los compuestos: HT,
MHTI y DMH.

El método establecido de CPI resultd adecuado
también para la determinacién . del aminodcido histidina, que
muy probablemente es el precursor de los derivados histamini-
cos en la planta.

La histamina presentd en este método paréme-
tros de retencibn adecuados ( k'=3.7 ) y un pico simétrico,
pero tiene la desventajade un nivel de deteccibn alto ( 140 ng),
dada su baja absorcifn en el UV, comparado con los métodos que
emplean derivatizacibn,  ya sea en CLAE o en Cromatografia de
gases (59, 61~65).

. Durante el estudio de los extractos por CPI se
puso de manifiesto la presencia de MHI, tanto en hojas como en
semillas, dicho metabolito no habia sido reportado previamente

en Casimiroa edulis. Este resultado estd en concordancia con

los datos reportados por Major y Dursch ( 3a ), quienes detec-
taron en el extracto metandlico de la semilla la presencia de
otros dos compuestos imidaz6licos, ademé&s de la DMH; uno de

tales compuestos podrfa corresponder a la MHI.
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El resultado del estudio de las hojas fue
muy interesante porque permitid la deteccién de compuestos
previamente encontrados en la semilla, particularmente la
DMH que posee actividad farmacolSgica y ademds la casimiroe-
dina,que no fue posible cuantificar porque la resolucién entre
ellary un componente que eluia antes y que se encontraba.en
proporcidén aita no fue adecuada.

La HI no pudo ser detectada por CPI en los
extractbs de la planta porqﬁe, ademds de la baja sensibilidad
del método, el pico correspondiente a la casimiroedina no
permitirfa la observaci6n del pico de la HI..Por lo que la
determinacién de dicho metabolito se hizo aplicando un mé&todo
reportado por Gerhke y col. (59) que recurre a la derivacibn
para la formacién de un derivado fluorescente , lo cuédl -hace
esta determinacibén muy selectiva y sensible.

En la Fig. 3 se muestra el cromatograma
obtenido de la derivacién del extracto metandlico de las se-
millas de zapote blanco, no se detectaron interferencias
provenientes del extracto crudo ni de la reaccifn misma.

En el caso de la hoja no- se pudo determinar con certeza su
presencia , debido a que no habia una buena coincidencia en
los tiempos de retencifn y ademds el pico era mis ancho gque
el correspondiente a la HI patrén, por lo que era evidente
gue dos. compuestos coelufan. Sin embargo, no puede descartar-
se su existencia con base en los resultados obtenidos.

La Fig. 4 muestra el perfil cromatogré&fico
obtenido al inyectar en el sistema depares de iones una méz-
cla artificial de los compuestos imidaz&6licos: HI, MHI, DMH,
CM e histidina ( HIS ), en el cuél puede observarse gque existe
una buena resolucién entre los cinco componentes.

El cromatograma obtenido al inyectar el extrac-
to metandlico de la semilla se muestra en la fig. 5, en &l se
sefialan los picos correspondientes a los tres metabolitos de-

terminados en ese extracto ( MHI, DMH y CM ). Un hecho muy
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importante es que el cromatograma obtenido de la infusibn es
idéntico al del extracto metandlico, dado que los ensayos
farmacol6gicos reportados se han realizado s6lo en el extracto
metanblico y no en las infusiones que son las que se consumen
popularmente, este dato permite establecer una correlacién en-
tre el contenido de metabolitos y la accién farmacol6gica.

La misma similitud, en cuanto a composicidn,
se encontrdé en el extracto metanblico-acuoso y la infusidn de
la hoja. La deteccién de los derivados metilados de la hista-
mina ( MHI y DMH ) en esta parte de la planta tiene una buena
correlacién con el uso popular que se le da, va que es esta
parte de la planta la que la gente usa con mayor frecuencia.

Durante el trabajo experimental con la hoja
se detectd la presencia del metabolito rutina, que tampoco ha-
bia sido reportado en esta planta. Se procedid a su cuanti-
ficacibn con el objeto de evaluar la planta como posible fuente
de este metabolito y para conocer su abundancia con respecto
a otros componentes, ya que puede jugar un papel importante en
la actividad atribuida a la hoja de zapote blanco.

El método para la determinacidén de rutina
permitibé la cuantificacifén de este metabolito en forma répida
v selectiva mediante la cromatograffia de fases gquimicamente
unidas, fase in&ersa, con supresibn de la ionizaci6n con amor-
tiguador de citratos pH 2 v deteccibn en el UV a 360 nm. En
los ensayos previos al establecimiento del método se observd
que al no fijar el pH de la fase mévil los picos obtenidos
eran anchos y sufrfian coleamientos. Al fijar el pH con &cido
perclbérico no se eliminé el coleo de los picos por completo
por lo que se recurrif al uso de otro sistema amortiguador
tal como el citrato, con este (ltimo se obtuvieron buenos re-
sultades.

Qureshi y col. (67)describenun método por
cromatografia de pares ¢e iones en el que incluyen a la rutina,
utilizan como contrai&n tetrabutilamonio y fijan el pH con

dcido acético; en tales condiciones la rutina se encuentra sin
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ionizar por lo cgue su retenci®én debe verse poco afectada por
la presencia del contraibn, su tiempo de. retencibn en ese sis-
tema fue de 50.7 min. En otro trabajo (68) la rutina fue deter-
minada en fase inversa con gradiente de elucidén y amortiguando
la fase mévil con fosfato monob&sico de potasio, el tiempo de
retencibn en este sistema fue de 40 min. Para el caso del ex-
tracto metandlico de la hoja , en el cudl se cuantificé la ruti-
na, se disent un método mds simple vy rédpido con una deteccibn
més selectiva a 360 nm, yva gue a esta longitud de onda el nfmero
de compuestos gue presentan absorcibn disminuye considerable-
mente.

La separacibn de las furocumarinas del extrac-

to hexé@nico de las semillas de Casimiroa edulis se intent6, pri-

meramente, en fase inversa . Se obtuvieron buenas resoluicones
para las furocumarinas: 8-geraniloxipsoraleno v 5-metoxi-8-gerani-
loxipsoraleno empleando como fase mévil agua-acetonitrilo (25:75)
a una temperatura de 50°, sin embargo, para la felopterina se

se sospech6 de la existencia de superposiciones por lo que se
recurrid al uso de otro sistema cromatogr&afico.

En cromatograffa de adsorcién se logr6 una se-
paracibn excelente para la mayorfa de los componentes detectados
en el extracto hexénico de la semilla, el nGmero de picos obser-
vados fue mayor que para el caso de la cromatografia en fase in-
versa, lo gque comprueba que este sistema resulta mis adecuado pa-
ra un estudio m&s completo de dicho extracto. El perfil cromato-
grafico obtenido se muestra en la fig. 7.

Para la elecci6n de la fase mbévil se probaron
diferentes mezcals de disolventes bajo diferentes condiciones de
eluciébn, isocrética o gradiente. Después de numerosos ensayos
se estableci6 como fase m6vil una mezcla de cloroformo-metanol
y se observd que la concentracidn de metanol era critica; en ausen-
cia de metanol los compuestos eran muy retenidos, cuando la
concentracifn de metanol fue de 2% los compuestos no tenian
las retenciones adecuadas v no se lograba la separacifn. Se intentd
un regimen isocrdtico con metanol a una concentracién de 0.5%

pero tampoco se obtuvieron buenos resultados. Para superar el
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oroblema y obtener las mejores resoluciones la elucibn se hizo
empleando un gradiente de composicibén, el gradiente utilizado
fue de 0.1 a 0.9 % de metanol aplicado como se indica en la
parte experimental.

Para la separacibén también se probd la pro-
gramacién del flujo, pero los resultados obtenidos no fueron
tan satisfactorios como los obtenidos por gradiente de compo-
sicibén que conducen a una selectividad mayor.

La separacidén de furocumarinas de estructuras
semejantes a las determinadas en este trabajo ha sido previa-
mente reportada tanto por CLAE fase inversa (69) como por cro-
matograffa en placa fina (70). Sin embargo, el primer método
no resultd muy selectivo por que dos furocumarinas tienen la
misma retencién y no se logra su separacidn, en el caso de la
cromatograffa en placa fina la eficiencia no es muy grande Yy
no se lograron las resoluciones obtenidas por CLAE, modo adsor-
cidn.

En las Tabias I v IT se resumen los contenidos
de metabolitos en las partes estudiadas de la planta, las
cantidades minimas detectables y el factor de capacidad ( k¥ )
en el sistema cromatogrdfico empleado.

Las curvas patrén utilizadas en la cuantifi-
cacibén de los compuestos se dan en las Figs. 6 y 8, las curvas
correspondientes a la histamina y a la rutina se omitieron.

En todos los casos, las curvas patrén fueron lineales en el

rango de concentraciones utilizado.
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VI CONCLUSIONES

En el trabajo se demuestra que la CLAE consti-
tuye una herramienta sumamente fitil para efectuar el andlisis de.
mezclas complejas provenientes de extractos de plantas. La combi-
nacién de cuatro métodos distintos permitid la determinacién de

nueve metabolitos de Casimiroa edulis.

El objetivo central del trabajo era la cuantifi-
cacién de la DMH en extractos orgdnicos e infusiones tanto de ho-
ja como de semilla, dado que a este compuesto se ha atribuido la
actividad farmacolbgica de la planta. Dicho objetivo quedo cumpli-
do y superado al encontrar los metabolitos estrechamente relacio-
nados HI y MHI gue deben tener una contribucidén importante al
efecto farmacoldbgico.

Un resultado interesante es haber encontrado
en la hoja de zapote blanco, la cudl no ha sido sometida a es-
tudios fitoquimicos, los derivados metilados de la histamina, ya
que permite establecer una correlacidn entre el uso popular de
la planta y el contenido de metabolitos secundarios con activi-
dad farmacolégica.

A lo largo del desarrollo del estudio de los
extractos de C. edulis se encontraron tres metabolitos que no
habian sido reportados previamente en la planta, MHI, HI y xru-
tina.

Una conclusidn importante del trabajo es gque
mediante el manejo adecuado de las técnicas analiticas a nuestro
alcance puede ser posible la estandarizacibn de productos prove-
nientes de plantas, va sea extractos crudos o semipurificados e
infusicnes, siendo esta Gltima la forma popularmente utilizada

para el consumo de la mayvoria de las plantas de uso medicinal.
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Estructuras de los compuestos imidazélicos
de Casimiroa edulis.

Histamina (I), N -metilhistamina (II),
Ney lx-dimetilhistamina (III) y casimiroce-
dina.




Fig.

36

i R,=0-geranyl; R,=H

i R,=H; R,=0-geranyl

i1 R;=0CHj;; R, =0-geranyl

v R,=0CHj3; R,=0OCH,CHC(CH;),

Estructuras de las furocumarinas cuantificadas
en la semilla de Casimiroa edulis.

"5-geraniloxipsoraleno (I)

8-geraniloxipsoraleno (II)
5-metoxi~8~-geraniloxipsoraleno (III)
felopterina (IV)
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Fig. 3 Cromatograma del extracto metanbélico deriyado
para la determinacién de histamina (Hi). Colum-~
na MCHE~10, fase m6vil: NaH,PO, 2.5X10 “M—~ MeOH
(1:1), flujo 1Iml/min y temperatura 40°. Detec-
cién por fluorescencia, ) exc340-380 vy Aem > 400
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Fig. 4 Mezcla artificial de histidina (HIS), histamina
(HI) , metilhistamina (MHI), dimetilhistamina
(DMH) y casimiroedina (CM) separadas por CPI.
Columna Micropack MCH-10,. fase mévil: lauril-_,
sulfato de sodio 10 °M, sulfato de sodio 2X10 “M
y HC10, 0.2% en agua-metanol (1:1), flujo de
1 ml/min, temperatura 50°y deteccidén en el UV

a 220 nm.
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Perfil cromatogrédfico del extracto metandlico do
semilla de zapote blanco obtenida por CPI. Colum=-

. na Micropagg MCH-10, fase m6vil: lanrilsulfato

de sodio 10 "M, sulfato de sodio 2 x 10 "M y. o
HC10, 0.2 % en agua-metanol ( 1:1 ) flujo T mwml/m’ :;
temperatura 50°y deteccibn en el UV a 220 nm.
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Fig. 6 Curvas de calibraci6n de MHI (€), DMH (©) vy CM (® ).
Los coeficientes de regresifn son, respectivamente:
0.991, 0.993 y 0.998.
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Fig. 7 Perfil cromatogr&fico del extracto
‘ hex8nico de semilla de C. edulis
obtenido por cromatograffa de adsorcidn.
Columna Micropack Si-10, fase mb&vil:
clorocformo (A) y cloroformo-metanol
(99:1) (B) cuya composicién con res-

pecto al tiempo fue:

t (min) SA %B
0 90 10
8 50 50
12 10 90

‘ Flujo 1 ml/min, temperatura ambiente

(22°) v deteccidn a 270 nm.

5-geraniloxipsoraleno I
8-geraniloxipsoraleno - II
5-metoxi-8-geraniloxipsoraleno ITT

felopterina v
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gaie

Fig. Curvas de calibraciém de la 5-geraniloxipsoraleno y

8-geraniloxipsoraleno ), 5-metoxi-8-geraniloxipso-
raleno (® ) v felopterina (&»). Los coeficientes de
regresién ( r ) son, respectivamente: 0.9992, 0.9997

y 0.9994,
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Tabla I. Contenido de metabolitos en hoja y semilla de C. edulis, determinados a partir de
los extractos metanflicos y acuosos.

SEMILIAS ¢, d HOJAS ¢, d a b

Metabolito ext. MeCH Infusidn ext. MeOH ext. mt.aq. Infusibn o} k!

% peso mg/ml % peso $ peso mg/ml (ng)

™ 0.92 + 0.041 0.21 + 0.016 ‘ 70 |3.01
HI 0.0035 + 0.0004 0.0011 + 0.0001 2.99
MHT 0.16 + 0.011 0.050 + 0.004 0.15 + 0.023 240 |4.24
DVH 0.12 + 0.01 0.047 + 0.003 0.015 + 0.01 | 0.029 i_0.002' 328 [5.25
EIMNA o - 1.24+0.074 60 10.48

a) La cantidad mfnima detectable fue establecida como la relaci6n Sefial/Ruido = 4
b) k' fue calculada como tr - t

o
c) Los limites de confianza fueron calculados como se indica en el Apéndice.

d) Los porcentajes se refieren al contenido total en base seca



Tabla II., Contenido de furocumarinas en las semillas
de zapote blanco.

44

Metabolito % pesoa CMDb ng k'C
5-gps 0.021 + 0.0012 70 2.57
8-gps 0.0716+ 0.0029 90 ‘ 3.41

5-met-8~gps {0.0711+ 0.0031 90 4.53

Felopterina|0.0529+ 0.0020 90 6.07

gps = geraniloxipsoraleno

met = metoxi

a) El porcentaje en peso estéd dado sobre base seca

b) La cantidad mfinima detectable fue determinada
como la relaci6én senal/ruido = 4

¢c) Los factores de capacidad k' se determinaron como:
to
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APENDICE

OBTENCION Y CARACTERIZACION DE ESTANDARES

Furocumarinas

El extracto crudo se obtuvo de la mac-.ucidn

en hexano a temperatura ambiente de 600 g de semilla seca molida,
posteriormente se hizo la cromatograffia en una columna empacada
con silice desactivada ( 5% de agua ), la elucibn se inici& con
hexano y se fueron adicionando pequenos pocentajes de acetato de
etilo hasta una concentracién de 15 %. Las fracciones cromatogré—
ficas fueron monitoreadas por cromatograffa en placa fina y por
su espectro de RMN—Hl, dquellas que el espectro mostraron las
insaturaciones caracteristicas furano/lactona se selleccionaron
para una mayor purificacién..

Las furocumarinas felopterina y 5-geraniloxi-
psoraleno fueron separadas en forma pura directamente, mientras
que las dos restantes 8-geraniloxipsoraleno y la 5-metoxi-8-gera-
niloxipsoraleno se obtuvieron como una sustancia aceitosa. Estos
compuestos fueron separados por cromatografia en placa fina pre-
parativa utilizando como fase m6vil diclorometano puro. El com-
plejo aceitoso fue aplicado en las placas y corrido tres veces
con el diclorometano recién destilado. La recuperacién de los
compuestos se efectud tratando la silice raspada de la placa
con una mezcla cloroformo -metanol en proporcién 9:1 )

Caracterisiticas espectrales

3~GERANILOXIPSORALENO.- Cristales de color amarillo pidlido,
p.£. 57—58°;;1H-RMN (<§): sistema AB lactona J;?.?B, J;6.38
( 18 cada una, d, J=10 Hz ); 7.38 ( 1H, s ), sistema AB fura-
nico ;{A'7.71,(fB 6.83 ( 1H. cada una, d ), 5.04 ( 2H, 4, J=7Hz )

2.01 ( 4H, d ), 1.68, 1.63 v 1.56 ( 3H cada una, s ). UV: )mx:
302, 265, 250, 243 y 223 nm.

5-GERANILOXIPSORALENO.~ Cristales ligeramente amarillentos,
p.f. 54-55°; 'H-rRN (J): sistema 2B lactona d, 8.16 ( 1H, dd,
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3J =10Hz, 5J ~ 1Hz ), <§B6.28 ( 1H, 4 ), sistema AB furdnico
JA 7.61, Jy 6.96 ( 1H, dd, 33 = 2 mz, 3° 418z ), 7.15 ( 1H,
dd, 23>~ 1Hz ), 5. 56 ( 1H, t, J = 7 Hz ), 5.09 ( 1H, m ), 4.97
(2H, 4, J = 7 Hz), 2.10 (4H, d), 1.68 (6H, s) y 1.60 (3H, s).
ov: ., 310, 259, 250, 244, 220 y 210 nm.

5-METOXI-8~-GERANILOXIPSORALENO.- Cristales amarillo palido,
p.f. 56-58°; “H-RMN (&) : sistema AB lactona §A7.01, §B 7.63
( 1H cada una, d, J = 10 Hz ), sistema AB furéniCO<§A 7.64,
‘SB 7.01 ( 1H cada una, J = 2Hz ), 5.61 (1H, t, J = 7Hz), 5.03
(l1H, m), 4.88 (1H, 4, J = 7Hz), 4.17 (3H, s), 2.00 (4H, d), 1.64
(6H, s), 1.56 (3H. s). Uv;ﬂmaxg 312, 267, 250 y 238 nm.

5-METOXI-8~-DIMETILALILPSORALENO.- Cristales amarillos, p.=f.
100-101°; 1H—-RMN (é\): sistema AB lactona<§; 7.01, J; 7.63
(1H cada una, 4, J = 10 Hz), 5:62=(1H, t, J = 7 Hz), 4.86 (2H,
d, J = 7Hz), 4.18 (3H, s), 1.70 yv 1.74 (2H, 4d).

Uv: lmax 311, 269, 247 y 240nm.

Rutina y Casimiroedina

Estos compuestos fueron comparados directamente con

T

muestras auténticas.
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Tratamiento estadistico de los resultados obtenidos

Las curvas patr6n fueron ajustadas or el

método de minimos cuadrados de acuerdo a las siguientes
o (2x2en = (ex)(£Y)

- R /- 2\ / N\ 2.

n(£2x) - (< x)

o n(exy) =(£xN(ey)
- n(gx?)) — (& x)

El coeficiente de regresibn se calculd como:
o é()(/;fi)()/A";/\.
JE (ki - Y302 Y- 90

Los coeficientes de regresidn para cada una de las curvas se

relaciones:

dan en la figura correspondiente.

Los intervalos de confianza para el contenido
de cada metabolito se determinaron con los resultados obteni-
dos a partir de la curva patrbédn. En cada caso se prepararon
4 extractos provenientes del mismo lote de material vegetal
y a partir de éstos se hicieron las soluciones que fueron
inyvectadas al sistema cromatogr&fico correspondiente. Los
cédlculos se hicieron para un nivel de significancia del 95%.

La relacién utilizada fue:
P

~"_+_ég-—
M=

donde: n=4
}5 = n-1
o = 5%
%= media de las cuatro determinaciones
/fﬁ‘: media de la poblacidn
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