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Investigacion
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Resumen. Los extractos organicos de hojas y semillas de Casimiroa
pubescens, C. edulis y C. calderoniae se analizaron mediante cro-
matografia liquida de alta resolucion; los resultados mostraron la
presencia de las cumarinas felopterina (6), isopimpinelina (9), hera-
clenol (15) y heraclenina (16) en las tres especies estudiadas. En
promedio la mayor concentracion de este tipo de metabolitos se pre-
sent6 en C. calderoniae. Estos resultados, ademas de los previamente
reportados en la literatura indican la presencia de 16 cumarinas en el
género. Aun cuando se ha postulado que las cumarinas aisladas del
género Casimiroa tienen como precursor comun a la umbeliferona,
existe una clara diferencia entre las cumarinas sintetizadas por C.
greggii y al resto de las especies estudiadas. Asi la seselina y el O-
geranil-ostenol, ambas provenientes de la umbeliferona prenilada en
C-8, son sintetizadas por C. greggii, mientras que las furanocumari-
nas sintetizadas por las demas especies tienen como precursor a la
umbeliferona prenilada en C-6. El presente trabajo constituye el
primer estudio fitoquimico de C. pubescens 'y C. calderoniae.
Palabras clave: Casimiroa, cumarinas, Rutaceae, umbeliferona.

Abstract. Leaf and seeds extracts of Casimiroa pubescens, C. edulis
and C. calderoniae were analyzed by HPLC. The results showed that
coumarins phellopterin (6), isopimpinellin (9), heraclenol (15) and
heraclenin (16) were present in all species studied. Of all species, C.
calderoniae showed the highest concentration of this type of metabo-
lites. These results, in addition to those previously reported, indicate
that 16 different coumarins occur in the genus. Even though it has
been proposed that the umbelliferone is a common precursor in the
biogenesis of the Casimiroa coumarins, there is a clear difference
between the coumarins synthesized by C. greggii and those present in
the rest of the species. Thus, seselin and O-geranyl-osthenol, both
synthesized from an umbelliferone prenylated at C-8, are present in
C. greggii, while the coumarins present in the other species originate
from umbelliferone prenylated at C-6.

This is the first study of C. pubescens and C. calderoniae.
Keywords: Casimiroa, coumarins, Rutaceae, umbelliferone.

Introduccion

Las cumarinas son probablemente los metabolitos mas comu-
nes derivados de la ruta biosintética del shikimato-corismato
(1). En miembros de la familia Rutaceae se han encontrado
aproximadamente 200 cumarinas y las evidencias experimen-
tales han demostrado que éstas se sintetizan por las mismas
rutas biosintéticas observadas en otras familias de plantas,
donde la umbeliferona se considera el intermediario comun
para la biosintesis de cumarinas lineales y angulares (2).

El principal factor de diversificacion estructural de las
cumarinas en las Rutaceae es la amplia incorporacion de uni-
dades prenilo al nticleo cumarinico; en algunas especies de
esta familia se ha demostrado que la prenilacion ocurre cuan-
do se ha formado la umbeliferona (1, 2). Las modificaciones
secundarias sobre los grupos prenilo, usualmente iniciadas por
epoxidacion del doble enlace, contribuyen a esta diversifica-
cién estructural de manera importante. La transformacion del
doble enlace al diol respectivo en la cadena prenilada lateral,
teniendo al ep6xido como intermediario, ha sido demostrada
con marcadores radioactivos (1).

Se ha postulado que las furano- y pirano-cumarinas se
forman biogenéticamente cuando al ntcleo cumarinico se adi-
ciona un grupo prenilo y éste interacciona con un grupo orto-
fenolico, de tal modo que se generan diferentes estructuras
con un anillo heterociclico adicional. Con base a lo anterior se
ha propuesto que una prenilacion en la posicion 6 de la umbe-
liferona da origen a las furanocumarinas lineales como el pso-
raleno, mientras que una prenilacion en la posicion 8 da origen
a las furanocumarinas angulares como la angelicina (3).

Algunos autores argumentan que las pirano- y furano-
cumarinas, tanto lineales como angulares, comparten caminos
biosintéticos y solo se diferencian en la etapa final de cicliza-
cion; lo anterior se ha demostrado experimentalmente, utili-
zando marcadores radioactivos, en la elucidacion de la trans-
formacion biogenética de la demetilsuberosina a psoraleno en
Ruta graveolens (3).

En el presente trabajo se dan a conocer los resultados del
andlisis por cromatografia de liquidos de alta resolucién, de
las cumarinas presentes en extractos de hojas y semillas de
Casimiroa pubescens, C. edulis y C. calderoniae. Adicional-
mente se comparan los resultados obtenidos, con los diferentes
tipos de cumarinas presentes en C. greggii.
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Tabla 1. Cumarinas presentes en el género Casimiroa.

Aida N. Garcia-Argaez et al.

Compuestos

Especie

C. greggii

C. pringlei C. edulis C. pubescens C. calderoniae

\/
\/

Seselina (1)

O-Geranil-ostenol (2)
8-Geraniloxipsoraleno (3)
Bergapteno (4)

Xantotoxol (5)

Felopterina (6)

Cumarina 7

Cumarina 8

Isopimpinelina (9)

Escopoletina (10)

Ester metilico de escopoletina (11)
5-Geranil-oxipsoraleno (12)
8-Geranil-5 metoxi-oxipsoraleno (13)
9-Hidroxi-4-metoxi-furano-(3,2,6) benzopiran-7-ona (14)
Heraclenol (15)

Heraclenina (16)

<L 2L 2 2 2 2

2 <2 2L 2 2 2 2

Resultados y discusion

Los resultados del analisis cromatografico indicaron la presen-
cia de las cumarinas felopterina (6), isopimpinelina (9), hera-
clenol (15) y heraclenina (16), tanto en hojas como en semi-
llas de las tres especies estudiadas (Tabla 1). La presencia de
estos compuestos se comprobd mediante procedimientos de
co-cromatografia. Sin embargo, no se detectd la presencia de
la seselina (1), cumarina previamente aislada de C. greggii
(5). El analisis de resultados para cada especie se presenta por
separado.

C. pubescens. El extracto de las hojas de esta especie mostro a
la heraclenina como la Uinica y mas abundante cumarina pre-
sente en los cinco individuos estudiados; la felopterina se
detectd en cuatro individuos, mientras que la isopimpinelina
se encontrd en dos individuos y el heraclenol solamente en
uno. La misma tendencia se observo en el analisis del extracto
de semillas.

Estos resultados indicaron que en esta etapa de crecimien-
to de las plantas, y en este sitio de colecta, la especie acumula
y/o sintetiza preferentemente heraclenina y felopterina (Fig.

).

C. edulis. El estudio del extracto de las hojas de esta especie
mostrd una presencia abundante de las cuatro cumarinas de
referencia (6, 9, 15 y 16). Por otra parte, en el extracto de las
semillas, la presencia de las cuatro cumarinas fue escasa; la
unica cumarina presente en todos los individuos fue la felopte-
rina mientras que el heraclenol solamente se detectd en un
solo individuo (Fig. 1).

C. calderoniae. Los resultados del andlisis de esta especie
muestran un patrén similar al observado en C. pubescens, i.e.
la presencia de 6, 9, 15 y 16, tanto en frecuencia como en con-

centracion, es mayor en las hojas que en las semillas. Sin
embargo son notables las altas concentraciones de heraclenina
(20.9 mg / g) y de felopterina (23.8 mg / g) en el extracto de
hojas (Fig. 1).

Estos resultados combinados con los reportados previa-
mente, demuestran la presencia de 16 cumarinas en el género
(Tabla 1) (2, 5-10).

La presencia de 10 y 11 en el género se puede considerar
un hecho poco frecuente ya que solo la C. edulis sintetiza este
tipo de cumarinas.

La distribucion del resto de las cumarinas en el género
indican claramente que difieren en el sitio de prenilacion; en
C-8 en C. greggii como en 1y en C-6 en C. edulis, C. pubes-
cens, C. pringlei y C. calderoniae, como en 3-9.

Conclusion

Los resultados de las tres especies estudiadas indican que la
presencia de 6, 9, 15 y 16, pero no de 1, previamente aislada
de C. greggii. No obstante existen diferencias notables en los
resultados de los andlisis de hojas, asi en C. pubescens y C.
calderoniae las cumarinas con mayor presencia fueron hera-
clenina (16) y felopterina (6). Sin embargo, la concentracion
de estas cumarinas fue del orden de cien veces mas en C.
calderoniae que en C. pubescens.

Hasta el momento, las cumarinas aisladas del género Ca-
simiroa indican que tienen como precursor comun a la umbe-
liferona, propuesta biogenética que es general a la familia
Rutaceae (2). Sin embargo, tomando en cuenta nuestros resul-
tados y lo reportado hasta el momento, existe una clara dife-
rencia de la distribucion entre las cumarinas sintetizadas por la
C. greggii y las especies C. edulis, C. pringlei, C. pubescens 'y
C. calderoniae.
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10 R=H

11 R=Me
3 R = O-geranil R,=H
4R=H R;=0OMe
SR=0H R;=H
6 R = isoprenil R, =OMe

7 R = 6,7-dihidroxi-3,7-dimetil-2-octenil R, = H
8 R = 4-acetoxi-3-metil-butil R, =H

9R=R;=0Me
12R=H R, = O-geranil
13 R = O-geranil R, =OMe
14 R=0H R; =0OMe

15 R = O-(2,3-dihidroxi-3-metil)butil R, = H
16 R = O-(2,3-en-3-metil)butil R, = H
Esquema 1

Parte experimental

Se realizaron los andlisis a cinco individuos de cada especie,
recolectados en el mismo sitio y en etapa de fructificacion.
Las cumarinas 1, 6, 9, 15 y 16, utilizadas como metabolitos
secundarios de referencia, se aislaron previamente de Deca-
tropis bicolor (Rutaceae) (4).

Material biolégico. Se colectaron cinco individuos de cada
especie, y los ejemplares de herbario se depositaron en el
Herbario de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacio-
nal de México, (FCME). Casimiroa edulis se colectd en el
Mpio. de Comala, Colima, en julio de 2000 (Nos. de registro
del herbario 84847, 84849-84852). C. pubescens se colecto en
Ixmiquilpan, Hidalgo, en junio de 2000 (Nos. de registro
84835-84839), y C. calderoniae en la zona arida oaxaquefio-
poblana, Oaxaca, en octubre de 2000, (Nos. de registro 84876-
8480).

Cromatografia Liquida de Alta Resolucion. La cromatogra-
fia liquida de alta resolucion (CLAR) se efectué en un cro-
matografo de liquidos Waters modelo Delta PREP 4000,
equipado con detector UV modelo 486 que se mantuvo a una
longitud de onda de 310 nm. Se utiliiz6 1 mL / min de flujo
del disolvente. Se utiliz6 MeOH / H,O 50/50 en gradiente
hasta MeOH / H,O 90/10 en 20 min. Para el procesamiento
de los datos se utilizo el software Millenium (Waters).

Estandares y curvas de calibracion. Se utilizaron estandares
de seselina (1), felopterina (6), isopimpinelina (9), heraclenol
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(15) y heraclenina (16), aislados previamente de Decatropis
bicolor (4). De cada cumarina se prepararon disoluciones en
acetato de etilo a concentraciones de 2.9, 2.6, 2.6, 2.7 y 3.6
mg / mL, respectivamente. Las soluciones estandar se uti-
lizaron para preparar cinco diluciones de cada cumarina en el
rango de 0.013 a 0.13 mg / mL. Las curvas de calibracion se
prepararon inyectando, por triplicado, las diferentes diluciones
estandar. Los coeficientes de correlacion (r2) para cada grafica

de cada cumarina se calcularon teniendo valores para 72 mayo-
res a 0.997.

Obtencion y analisis de los extractos hexanico y metandli-
co. Hojas o semillas secas y molidas de cada individuo se
extrajeron tres veces con hexano, por maceracion a temperatu-
ra ambiente durante 24 h. Los extractos se combinaron y
después de evaporar el disolvente a presion reducida se obtu-
vo el extracto hexanico. Este procedimiento se repiti6 utilizan-
do metanol para obtener el extracto metandlico correspondi-
ente a cada muestra. De cada extracto se prepararon disolu-
ciones de concentracion conocida y se inyectaron en el cro-
matografo de liquidos. Con el fin de identificar la presencia de
las cumarinas de referencia a las muestras analizadas se les
adicionaron cantidades conocidas de las soluciones estandar.
Para el procesamiento de los datos se empled el software
Millenium (Waters), que calcula la cantidad de cada compo-
nente presente en cada mililitro de disolucion inyectada,
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tomando como base las curvas de calibracion preparadas con
los estandares. La cantidad de cada cumarina presente en el
extracto hexanico se suma a la de la cumarina correspondiente
presente en el extracto metanolico y de esta manera se obtiene
el rendimiento de cada producto por gramo de planta seca.
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