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RESUMEN

Nallely Elizabeth Sandoval Montemayor Fecha de Graduacion: Agosto, 2011

Universidad Auténoma de Nuevo Leén
Facultad de Ciencias Quimicas

Titulo del estudio: AISLAMIENTO, CARACTERIZACION Y EVALUACION BIQLOGICA
DE LOS CONSTITUYENTES ANTITUBERCULOS DE LA CASCARA
DE Citrus aurantifolia

Numero de paginas: Candidato para el grado de Maestria en Ciencias con
Orientacion en Farmacia

Area de estudio: Quimica y Farmacologia de Productos Naturales

Proposito y Método de estudio: La tuberculosis es una enfermedad causada por el Mycobacterium
tuberculosis. De acuerdo a datos estadisticos reportados en el 2009 por la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS), se registraron 9.4 millones de nuevos casos de tuberculosis y 1.3 millones de muertes. En
México, la Secretaria de Salud reportd 15,384 casos de tuberculosis pulmonar en el 2011 y en 2009
reporté 1,872 defunciones. La resistencia de M. tuberculosis a los farmacos antituberculosos, los efectos
adversos y el tiempo de tratamiento, asi como la combinacién letal de la tuberculosis con el virus de
inmunodeficiencia humana (VIH), han creado la necesidad de buscar nuevas alternativas para el
tratamiento de esta enfermedad. Las plantas medicinales nos proporcionan una fuente invaluable de
nuevos farmacos con actividad antituberculosa. Es por ello que en este proyecto se estudié el extracto
hexanico de la céscara de Citrus aurantifolia ya que en estudios anteriores dicho extracto presentd
actividad antituberculosa en contra de una cepa sensible y tres cepas monoresistentes; por lo que se
decidid llevar a cabo el fraccionamiento del extracto, asi como también la separacion e identificacion de
los constituyentes antituberculosos, empleando técnicas cromatograficas y espectroscopicas, asi como la
utilizacion del método de Alamar azul para la determinacidn de la actividad antituberculosa.

Conclusiones y contribuciones: Se lograron aislar, purificar y caracterizar estructuralmente cinco
compuestos: 5-geranoxi-psoraleno, 5-geranoxi-7-metoxi-cumarina, 5,7-dimetoxi-cumarina, 5,8-dimetoxi-
psoraleno y 5-metoxi-psoraleno. Asimismo se identificaron por CG/EM 40 compuestos: nueve
monoterpenos, cinco sesquiterpenos, cinco cetonas, cuatro alcanos, cuatro cumarinas, tres 4cidos grasos,
tres alcoholes, dos ésteres, dos éteres, un fenol, un aldehido y una hidroxiacetona. Los acidos grasos
palmitico, linoléico y oléico; y las furanocumarinas 5-geranoxi-psoraleno y 5,8-dimetoxi-psoraleno son
buenos prototipos moleculares para la sintesis de nuevos farmacos antituberculosos.

Dra. Maria del Rayo Camacho Corona Dra. Elvira Garza Gonzalez

(Firma del asesor) (Firma del Co-asesor)
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CAPITULO |

INTRODUCCION

1.1 Tuberculosis

La tuberculosis es una enfermedad contagiosa causada por el Mycobacterium
tuberculosis, también conocido como bacilo de Koch. Entre las caracteristicas mas
sobresalientes del género Mycobacterium se encuentran que son: bacilos gram
positivos, acido-alcohol resistentes, no esporulados y no méviles. Poseen una pared
celular compleja constituida por acidos micolicos, los cuales se encuentran unidos a
D-arabinosa y D-galactosa que a su vez estan unidos al esqueleto de péptidoglicano
(1). Una imagen de la estructura de la pared celular de M. tuberculosis es mostrada

en la Figura 1.
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Figura 1. Estructura de la pared celular de M. tuberculosis (2)




La infeccion por M. tuberculosis se da por transmision directa de persona a
persona por medio de pequefias gotitas de saliva que contienen a los
microorganismos, estos son transportados por el aire desde un caso activo hasta un
huésped susceptible (3). Estas gotitas pueden llegar a los alvéolos pulmonares
desencadenando una respuesta inmunologica celular llevada a cabo por los antigenos
de la membrana y del citoplasma de las micobacterias, posteriormente los
macrofagos reconocen y procesan dichos antigenos y los muestran a los linfocitos T
para estimular la transformacion de los macréfagos en células especializadas, las
cuales se sittan alrededor de los bacilos dando lugar al granuloma tuberculoso. En
muchos casos, este sistema de defensa controla la infeccion; sin embargo, pueden
quedar microorganismos latentes pudiendo activarse en algun momento de la vida
del huésped (4) dando lugar a la enfermedad con signos y sintomas caracteristicos
como: malestar general, pérdida de peso, tos y sudoracién nocturna; escasamente se

presentan esputos de caracter purulento y en ocasiones con sangre (1).

1.1.1 Diagnostico

El diagndstico de la tuberculosis se basa en una suma de elementos que indican la
presencia o ausencia de M. tuberculosis. Entre las pruebas Utiles para el diagnostico
se encuentran las siguientes (5):

e Prueba de la tuberculina. Se basa en el hecho de que los individuos infectados

con bacilos tuberculosos desarrollan hipersensibilidad al Derivado Proteico

Purificado de Seibert (DPP) (6). EI DPP es aplicado de manera intradérmica



en el antebrazo, siendo positiva cuando se presenta induracion palpable de 10
mm en 48 horas en el sitio de aplicacion (4).

e Radiografia de torax.

e Baciloscopia. Se basa en la presencia de bacilos acido-alcohol resistente en
un frotis por medio de la tincion Ziehl-Neelsen en muestras de esputo, aunque
también se puede utilizar pus, liquido cefalorraquideo y liquidos de cavidades

serosas inflamadas (6).

1.1.2 Profilaxis

La vacuna derivada del Bacilo de Calmette y Guérin (vacuna BCG) es una de las
vacunas mas utilizada en los paises en los que forman parte del programa nacional de
inmunizacion infantil. Esta vacuna fue obtenida por Calmette y Guérin, quienes
sometieron una cepa de Mycobacterium bovis a numerosos ciclos de atenuacion
durante 13 afios, siendo en el afio de 1921 cuando se utilizé por primera vez en seres
humanos. Actualmente todas las cepas vacunales derivan del aislado original de M.
bovis y para evitar desviaciones respecto a la BCG original, la OMS ha conservado
desde 1956 muestras liofilizadas de las cepas vacunales (7).

Sin embargo, la vacunacién con BCG presenta algunas desventajas; una de ellas
es la hipersensibilidad que provoca en la prueba de la tuberculina ya que no se puede
distinguir entre la hipersensibilidad causada por una infeccion o la causada con la
vacuna BCG (8). Cabe mencionar que la vacunacion con BCG no evita la infeccién
primaria y, lo que es mas importante, no evita la reactivacion de la infeccion

pulmonar latente (7).



1.1.3 Tratamiento

El tratamiento de la tuberculosis se basa en conceptos distintos a las demas
enfermedades infecciosas, ya que M. tuberculosis tiene un tiempo de generacion
prolongado y la capacidad para entrar en periodos de latencia con una actividad
metabdlica limitada, lo que condiciona la accion de algunos farmacos
antituberculosos como la isoniazida. Aunado a este factor, existe el hecho de que la
pared celular de M. tuberculosis es compleja, hidréfoba y con una permeabilidad
reducida para un gran nimero de compuestos, en consecuencia, el tratamiento de la

tuberculosis se realiza con agentes antimicrobianos especificos (9).

Ademas de considerar la relacion que hay entre el farmaco y la micobacteria para
un tratamiento efectivo, es importante tomar en cuenta la aceptacion por parte del
paciente, los efectos adversos de los farmacos y las interacciones farmacoldgicas,
ante todo en los pacientes que reciben tratamiento para el Virus de

Inmunodeficiencia Humana (VIH) (9).

M. tuberculosis y otras micobacterias suelen desarrollar resistencia con rapidez
cuando se encuentran frente a un solo farmaco, de manera que para desarrollar un
tratamiento eficaz es necesario administrar un esquema prolongado de varios
medicamentos, que va de 6 meses en una tuberculosis no resistente y de dos afios en

una tuberculosis resistente (9).

En la Tabla 1 se enlistan los diferentes farmacos utilizados en el tratamiento de la
tuberculosis, incluyendo sus mecanismos de accion, sus principales efectos adversos

(10) y concentracion minima inhibitoria (CMI). Cabe mencionar que los



medicamentos utilizados para el tratamiento de la tuberculosis se dividen en dos
categorias: Primera linea (Figura 2) y segunda linea (Figura 3); estos ultimos se

administran cuando el paciente presenta resistencia a los de primera linea.

El esquema de tratamiento antituberculoso mas utilizado en pacientes no
resistentes se lleva a cabo en seis meses y consiste en la administracion de
Isoniazida, rifampicina, etambutol y pirazinamida los primeros dos meses, seguido de

isoniazida y rifampicina los siguientes cuatro meses (9).

TABLA 1

Farmacos Antituberculosos de Primera y Segunda Linea

, . ., CMI
Farmaco Mecanismo de Accidn Efectos adversos
(ng/mL)

Primera Linea®

Erupciones, fiebre,
0.025°-0.2° | ictericia y neuritis
periférica

Inhibidor de la sintesis de

Isoniazida | .. L ,
acidos micdlicos (profarmaco).

Rifampicin Inhibidor de I_a polimerasa de .
3 ARN dependiente de ADN de | 0.005°-0.5°
la micobacteria.

Bloqueador de transferasas de
Etambutol | arabinosilo involucradas en la 1-5° Neuritis Optica
biosintesis de la pared celular.

Erupciones, fiebre,
nausea y vomito.

) S . Ototoxicidad,
Inhibe la sintesis de proteinas nefrotoxicidad
Estreptomi | al alterar la funcion de los ¢ 1pb
) - . 8"-10
cina ribosomas. Acttia como un
bactericida.

El mecanismo de accion se
desconoce. Muestra actividad | 12.5°-20° | Dafio hepético.
bactericida a un pH &cido.

Pirazinami
da




CONTINUA

, . . CMI
Farmaco Mecanismo de Accién Efectos adversos
(ng/mL)
Segunda Linea®
El mecanismo de acciéon no Anorexia, nausea,
estd bien definido, pero se vomito, irritacion
Etionamida |cree que ocurre una| 0.5-2.5° gastrica y diversos
deficiencia en la sintesis de la sintomas
pared celular. neuroldgicos.
Es un bacteriostatico cuyo
mecanismo de accién es L
. . Trastornos digestivos
oo similar al de las sulfonamidas, .,
Acido - (anorexia, nausea,
. .. | las cuales impiden que el b S
Aminosalici | |, . . . 1 dolor epigaéstrico,
lico acido para-aminobenzéico dolor abdominal
(PABA) sea utilizado de ) y
P diarrea)
manera normal en la sintesis
de acido fdlico.
Reacciones adversas
en el Sistema
Inhibe las reacciones en que Nervioso Central
Cicloserina | interviene la D-alanina en la 5-20° (SNC) como;
sintesis de la pared bacteriana. somnolencia,
cefalalgia, temblor,
disartria, vértigo etc.
ikaci Inhibe la sintesis de proteinas c.4P .
Amikacina ; p 14 Nefrotoxicidad y
al unirse a la subunidad 30S ototoxicidad
Kanamicina | de los ribosomas 1°

%Mecanismos de accién como agente antimicrobiano. °Brunton et al., 2007. Coll , 2009.
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1.1.4 Epidemiologia

La tuberculosis es una enfermedad ligada a la pobreza por ende la mejora de las
condiciones socioecondmicas frena la transmision de la enfermedad; sin embargo, la
incidencia de la tuberculosis se ha visto incrementada debido al aumento de la

pobreza y a la inmunodeficiencia presentada en los pacientes con VIH (7).

En el 2009 la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estimé 9.4 millones de
nuevos casos, equivalentes a 139 casos por cada 100, 000 habitantes en todo el
mundo; y la vez representa 1.4 millones de VIH positivos lo que representa el 15%

de la poblacién mundial (11).

El nimero de muertes en ese mismo afio fue de 1.3 millones y se estima que se
presentaron 28 muertes por cada 100, 000 habitantes, en dicha estimacion fue tomada

en cuenta la poblacién de VIH negativos como positivos (11).

En México, la Secretaria de Salud publico en el 2011 la presencia de 15,384
casos de tuberculosis pulmonar en el 2010, donde las entidades federativas que
presentaron mayores tasas de incidencia fueron los estados de Baja California Norte,
Tamaulipas, Guerrero, Sonora, Nayarit, Veracruz, Chiapas, Nuevo Leo6n y Tabasco.
Asimismo, la Secretaria de Salud publico en el 2011 un ndmero de 1,872

defunciones en el 2009 por tuberculosis pulmonar (12).



1.1.5 Problemaética Actual

La resistencia a los antibidticos es un problema generalizado en la mayoria de las
enfermedades infecciosas y es consecuencia de un tratamiento parcial u anémalo por
parte del paciente, o debido a que las pautas dictadas por el médico son erroneas
(13). La tuberculosis presenta dos tipos de resistencia a los antibioticos utilizados; la
primera se denomina tuberculosis multi-farmaco resistente (TB-MFR), la cual se
caracteriza por ser resistente a dos de los farmacos antituberculosos méas potentes:
rifampicina e isoniazida. La tuberculosis multi-farmaco resistente, en general, da
lugar a una terapia prolongada de hasta dos afios con farmacos antituberculosos de
segunda linea, que son a su vez mas caros y con efectos secundarios mas graves que
los de primera linea. Ademas, existe un segundo tipo de resistencia, la llamada
tuberculosis ultrarresistente o extremadamente resistente (TB-XDR), que es definida
como la tuberculosis multi-farmaco resistente que no es sensible a las
fluoroquinolonas y al menos a uno de los tres antibiéticos de segunda linea
(amikacina, capreomicina o kanamicina) (14). En este sentido, la OMS estima que en
el 2009 aparecieron 250, 000 casos de TB-MFR que causaron 150, 000 muertes; sin
embargo, no han sido realizadas estimaciones oficiales del nimero de casos de TB-

XDR (15).

La tuberculosis puede afectar gravemente a las personas infectadas con VIH, ya
que al tener deprimido el sistema inmune provoca que el M. tuberculosis pase de un
estado latente a uno reactivo, presentando un gran indice de mortalidad en las
personas que padecen estas dos enfermedades. Segin la OMS, una persona infectada

con VIH tiene un riesgo de padecer tuberculosis entre el 5% y 15% en el lapso de un



afo, frente al 10% que presenta una persona con el sistema inmunitario intacto a lo

largo de su vida (16).

Aunado a los problemas mencionados anteriormente, el tiempo de tratamiento
para la tuberculosis resulta ser muy largo, siendo aproximadamente de seis meses en
una tuberculosis no resistente. Sin embargo, en una tuberculosis multi-farmaco
resistente (MDR-TB) y en personas VIH positivas el tiempo de tratamiento es cerca
de dos afios, por tal motivo se debe tener especial cuidado en el tratamiento de estos
pacientes (13). A pesar de la problematica presentada por la tuberculosis, existe una
solucién que consiste en la utilizacion de las plantas medicinales, ya que cuentan
con virtudes curativas lo que ha permitido controlar distintas enfermedades desde el

comienzo de la historia de la humanidad.

1.2 Medicina Tradicional

De acuerdo a la OMS, la medicina tradicional es la suma completa de
conocimientos, técnicas y practicas fundamentadas en las teorias, creencias y
experiencias propias de diferentes culturas y que se utilizan para mantener la salud,

prevenir, diagnosticar y mejorar o tratar trastornos fisicos o mentales (17).

En Meéxico, la medicina tradicional es un mosaico de piezas procedentes de
culturas indigenas diferentes que han determinado histéricamente el desarrollo de la
cultura nacional (18). En este sentido la medicina tradicional indigena mexicana se
define como el conjunto de conocimientos acumulados a través de la historia por los

pueblos indigenas y rurales, que estdn basados en rituales, mistica y magia, con



profundos conocimientos sobre la salud y la enfermedad de origen prehispanico

(19,20).

Cabe mencionar que la mayoria de los conocimientos prehispanicos acerca de las
plantas medicinales de México quedaron grabados en un historico documento de la
herbolaria medicinal Azteca llamado Codice de la Cruz-Badiano (21). Dichos
conocimientos han perdurado gracias al interés de las generaciones futuras y al
aprovechamiento de la comunidad cientifica para estudiar la composicion y

actividades bioldgicas de las plantas utilizadas en la medicina tradicional.

A partir de las plantas medicinales, los cientificos han logrado aislar, caracterizar
y evaluar compuestos con actividad farmacoldgica, de los cuales algunos se han
desarrollado como farmacos para el tratamiento de diferentes enfermedades ver

Tabla 2 (21).

TABLA 2

Ejemplos de farmacos obtenidos a partir de plantas medicinales

Compuesto Planta Accion Farmacolégica

Cafeina Camellia sinensis Estimulante del Sistema
Nervioso Central

Codeina Papaver somniferum Analgésico

Colchicina Colchicum autumnale Antiinflamatorio

Digoxina Digitalis lanata Cardiotonico

Morfina Papaver somniferum Analgésico

Pseudoefedrina Ephedra sinica Simpaticomimético

Vinblastina Catharanthus roseus Antitumoral

Vincristina Catharanthus roseus Antitumoral

Taxol Taxus brevifolia Antitumoral




Un ejemplo de la aplicacion de la medicina tradicional es un estudio realizado por
Camacho-Corona y colaboradores en el 2008 en la Facultad de Ciencias Quimicas,
quienes reportaron la actividad antituberculosa de 9 plantas utilizadas en la medicina
tradicional mexicana para el tratamiento de la tuberculosis y enfermedades
respiratorias. Una de las plantas utilizadas en este estudio fue Citrus aurantifolia,
especificamente la cascara del fruto, donde el extracto hexanico presentd actividad

en contra de M. tuberculosis (22).

1.3 Citrus aurantifolia

La lima, también conocida como limén criollo, limén agrio o limon mexicano
(23), es originaria del sureste de Asia, especialmente en el oriente de la India, y fue
introducida por los espafoles en las islas del Caribe y México (24). EI limon es el
fruto del arbol que pertenece a la familia de las Rutaceas y su nombre cientifico es
Citrus aurantifolia, el cual es un arbol pequefio muy ramificado de entre 4 y 5 m de
altura, con un tronco torcido y ramas provistas de espinas (25,26).

Los principales paises productores de C. aurantifolia son; Brasil, México,
Jamaica, Haiti, Martinica, Kenia, India, Estados Unidos y Egipto (26). En México,
los citricos ocupan el 40% de la superficie de produccion fruticola desde Colima
hasta Oaxaca; asimismo, se han identificado varias especies de limén: &cidas y
dulces. Dentro de las acidas se encuentra el limon mexicano y el limén persa (Citrus
latifolia), ocupando el 80 y 20%, respectivamente, de la superficie nacional plantada

de limones (24).

El limén es ampliamente utilizado en la industria alimenticia, de hecho uno de los

principales subproductos es el aceite esencial que es utilizado como potenciador de



sabor en alimentos y bebidas, ademas de ser ingrediente indispensable en los
perfumes y en la industria farmacéutica para enmascarar sabores desagradables de
algunos medicamentos (25). Cabe mencionar que en México, el aceite esencial es el
principal subproducto de exportacion (24). En cuanto a los usos tradicionales, las
hojas han sido utilizadas para el tratamiento de enfermedades de la piel y como
agente antiinflamatorio (27). Por otro lado, el té preparado del jugo, cascaras u hojas
es recomendado como expectorante y logra aliviar la gripe y el resfriado, ademas el

limon previene el escorbuto debido a que es una excelente fuente de vitamina C (28).

Las plantas son ampliamente utilizadas para curar enfermedades y son estos
conocimientos empiricos los que han impulsado a la comunidad cientifica a
investigar los compuestos responsables de la actividad bioldgica. En este sentido, C.
aurantifolia ha sido objeto de estudios quimicos para identificar los compuestos
presentes en la planta, asi como para evaluar la actividad farmacoldgica de algunos

de sus extractos 0 compuestos, como se muestra a continuacion.

En 1945, Caldwell y colaboradores obtuvieron el aceite por presion del fruto de
C. aurantifolia, el cual fue cromatografiado sobre Al,O3y eluido con CgHg dando
limetina C, isopimpenillina y 7-metoxi-5-geranoxicumarina (29). De igual manera en
1967, Stanley y colaboradores lograron aislar diez compuestos del aceite obtenido
por presion del fruto de C. aurantifolia. Los autores usaron cromatografia en gel de
silice y lograron identificar compuestos como: 5-geraniloxy-7-metoxicumarina, 5,7-
dimetoxicumarina, 5,8-dimetoxipsoraleno (isopimpenillina), 5-geraniloxi-psoraleno
(bergamotina),  5-y,y-dimetilaliloxi-psoraleno  (isoimperatorin),  8-geraniloxi-

psoraleno, 8-v,y-dimetilaliloxi-psoraleno (imperatorina), 5-metoxi-8-y,y-



dimetilaliloxi-psoraleno (felopterina), 5-geraniloxi-8-metoxi-psoraleno e hidrato de

oxipeucedanina (30).

Tapanes y colaboradores realizaron dos trabajos relacionados con la preparacion
de aceite esencial por destilacion del fruto de C. aurantifolia. En el primer trabajo
publicado en 1971 analizaron la fraccion terpénica de dicho aceite usando
Cromatografia de Gases (CG) logrando identificar y cuantificar vy-terpineol,
terpinoleno, limoneno y p-cimeno (31). En el segundo trabajo publicado en 1974, los
investigadores lograron identificar en el aceite, citral A, citral B, heptanal, octanal,
decanal, nonanal, undecanal, metilheptanona y metil nonil cetona usando
cromatografia de gases y espectrometria de masas. Ademéas fueron identificados
compuestos que anteriormente no habian sido reportados en la planta como:
formaldehido, acetaldehido, propanal, butanal, pentanal, hexanal, piperitona, p-

metilacetofenona y carvona (32).

En 1971, Balbaa y colaboradores sometieron a destilacion por vapor y prensado
en frio la cascara de C. aurantifolia para la obtencion del aceite. Los compuestos
identificados por CG fueron: limoneno, a- y B-pineno, sabineno, mirceno, camfeno,
B-felandreno, ocimeno, terpineno, p-cimeno, terpineol, linalol, geraniol, nerol y/o
farnesol, a- y B-citral, citronelal, acetato de linalilo, acetato de geranilo y antranilato

de metilo (33).

En 1974, Pérez y colaboradores obtuvieron el aceite esencial de C. aurantifolia
por el método de centrifugacion del cual lograron identificar los siguientes

compuestos: a-pineno, camfeno, B-pineno, sabineno, mirceno, limoneno, y-terpineno



y terpinoleno. En el aceite obtenido por destilacion fueron identificados los
siguientes compuestos: a-felandreno, a-terpineno, p-cimeno y a-p-dimetilestireno.
En ambos aceites se identificaron como compuestos mayoritarios: a-bergamoteno, [3-
cariofileno y B-bisaboleno. De acuerdo a este analisis, las fracciones terpénicas y
sesquiterpénicas del aceite esencial centrifugado y del obtenido por destilacion
constituyen un 86 y 14% respectivamente. Cabe mencionar que, los compuestos
fueron analizados usando cromatografia en columna, cromatografia de gases

preparativa, infrarrojo (IR) y Resonancia Magnética Nuclear (RMN) (34).

En 1980, Alexander y colaboradores obtuvieron 15-17% de pectina de la cascara

de C. aurantifolia por medio de extraccion acida (35).

En 1987, Clark y colaboradores lograron aislar por HPLC un sesquiterpeno labil
de una fraccion hidrocarbonada del aceite de la cascara de C. aurantifolia, el cual fue
identificado por técnicas espectroscépicas y confirmado por sintesis como el
germacreno B. El analisis del aceite por CG indico que el germacreno B representa

un 0.35% del aceite (36).

En 1989, Park y colaboradores determinaron por Cromatografia en Capa Fina
(CCF) la presencia de limonina en el fruto maduro de C. aurantifolia, la cual se
encontrd en una concentracion de 5-24 ppm y cabe mencionar que este compuesto es

el responsable de la amargura del fruto en los citricos (37).

En 1993, Nigg y colaboradores hicieron una cuantificacion de las cumarinas

presentes en cascara y pulpa de C. aurantifolia. En la cascara y en la pulpa se



encontraron limetina, bergapteno e isopimpinellina. Los investigadores encontraron
que las cumarinas presentes en la pulpa son menos concentradas que en la cascara,
ademas demostraron que el bergapteno es el principal componente responsable de la
fitofotodermatitis, sin embargo recomiendan que debe de llevarse a cabo ensayos de
interaccion dermatoldgica con psoraleno, bergapteno y limetina (38).

En 1996, Jantan y colaboradores analizaron la composicion quimica de la cascara
y las hojas de C. aurantifolia, las cuales fueron examinadas por co-cromatografia,
dos columnas de diferente polaridad y Cromatografia de Gases-Espectrometria de
Masas (CG-EM). En la cascara, el B-pineno y el limoneno fueron los constituyentes
mayoritarios; por otro lado, en las hojas el geranial, limoneno y neral fueron los

compuestos encontrados en mayor porcentaje de abundancia (39).

En 1998, Haggag y colaboradores prepararon el aceite volatil a partir de las hojas
y cascara de C. aurantifolia por medio de destilacion a vapor, la cascara de la fruta
fue sometida a prensado en frio. En este estudio se lograron identificar 19

compuestos por medio de CCF y CG (40).

Chisholm y colaboradores llevaron a cabo dos estudios acerca de la composicion
de C. aurantifolia en diferentes afios. El primero de ellos fue en 1998 en donde
describieron las diferencias entre la composicion aromatica entre C. aurantifolia 'y C.
latifolia por los métodos de prensado en frio y el aceite esencial destilado, cada uno
de los aceites fue analizado por CG-EM. En el estudio se encontro que el linalol es el
compuesto méas odorante en todas las muestras; sin embargo, el neral, geranial y sus
correspondientes ésteres y aldehidos contribuyen més al olor en los aceites obtenidos

por el método de prensado en frio, por otro lado, la concentracion de a-terpineol y



otros isomeros de terpineol incrementan significativamente con la destilacion (41).
En el 2003, este grupo de investigadores caracterizaron los compuestos volatiles de
la cascara de C. aurantifolia por medio de cromatografia de gases acoplado a
olfatometria (CG-O) y CG-EM. Aproximadamente 50 compuestos aromaticos fueron
detectados en el extracto del aceite y aproximadamente 60 en el aceite destilado. En
este estudio destacaron que el geranial, neral y linalol dominan en ambos aceites y
representan olor caracteristico de los citricos; ademas, encontraron que la 7-
metoxicumarina es uno de los mas intensos odorantes en el extracto del aceite y el
oxido de cariofileno y 6xido de humuleno en el aceite destilado (42).

En 2000, Venkateshwarlu y colaboradores sometieron a hidro-destilacion la
cascara de C. aurantifolia en seis estados de maduracion, posteriormente realizaron
un analisis por CG logrando identificar 19 compuestos, identificaron compuestos
responsables del aroma a altas concentraciones como: neral, geranial, geraniol y

citronelol, los cuales han sido reportados particularmente en la fruta verde (43).

En 2000, Feger y colaboradores estudiaron el aceite esencial obtenido del
prensado en frio de las frutas de dos variedades de lima, la lima Key (C. aurantifolia)
y lima Persa (C. latifolia), encontrando a-santaleno, y-curcumeno, B-selineno, f-
sesquifelandreno 'y 7-epi-a-salineno. Ademas encontraron la presencia de

compuestos termolabiles como los germacrenos Ay B (44).

En 2002, Lota y colaboradores analizaron por CG capilar, CG-EM y RMN **C los
aceites de la cascara y hojas de limas. Se identificaron limoneno, y-terpineno y p-
pineno en la cascara. En las hojas se identificaron B-pineno, limoneno, geranial,

neral, linalol, citronelal y sabineno (25).



En 2002, Shivashankara y colaboradores estudiaron la composicion volatil de la
cascara de C. aurantifolia, la cual fue extraida en seis estados de madurez por medio
de la técnica de headspace con CG-EM, lograndose indentificar 31 compuestos que
representaron el 85% de los compuestos volatiles totales. Algunos de los compuestos
mayoritarios identificados fueron: limoneno, B-pineno, y-terpineno, geraniol y peral.
También fueron identificados sesquiterpenos en menor proporcion  como: -
elemeno, B-farnesano, B-cariofileno, 8-cardineno y a-humuleno. EI total de los
compuestos organolépticos totales disminuyeron del verde oscuro (19.24%) al estado
amarillo (8.91%), en los cuales el peral, geranial y geraniol estaban en alta

concentracion en el limon verde y disminuyen durante la cosecha (45).

En 2003, Nickavar y colaboradores sometieron a hidro-destilacion la fruta seca de
C. aurantifolia dando como producto un aceite amarillo. Dicho aceite fue analizado
por CG-EM vy se lograron identificar 32 compuestos, siendo los de mayor

proporcion: limoneno, a-terpineol y B-pineno (46).

En 2005 Ubando-Rivera y colaboradores encontraron que C. aurantifolia
mexicana tenia un 66.7% de fibra en la cascara. Dicha fibra contenia polifenoles y

éstos eran responsables de su actividad antioxidante (47).

En 2005, Craske y colaboradores realizaron la comparacion del aceite de la
cascara de la lima Australiana (Microcitrus australe) y la lima Mexicana (C.
aurantifolia Swingle) por medio del andlisis en CG-EM. En dicho anélisis fueron

identificados 34 compuestos en la lima Mexicana, entre los mas abundantes se



encuentran los siguientes: limoneno, y-terpineno, B-pineno, geranial, neral, acetato de

nerilo y geranil acetato (48).

En 2006, Chowdhury y colaboradores analizaron por CG-EM el aceite esencial de
las hojas y la céascara de C.aurantifolia, identificando 33 y 44 compuestos,
respectivamente. Citral y limoneno fueron los compuestos
mayoritarios en ambos aceites; otros compuestos mayoritarios encontrados en las
hojas fueron el acetato de nerilo y citronelal, y en la cascara; B-pineno (18.7%) y

sabineno (5.1%) (49).

En 2006, Phi y colaboradores obtuvieron el aceite esencial de C. aurantifolia
Persa por el método de prensado. El aceite se analizé6 por CG, CG-EM, CG-O y
AEDA, donde se lograron identificar 92 compuestos de los cuales el limoneno fué

componente mayoritario, seguido de geranial, neral, mirceno y p-bisaboleno (50).

En 2007, Agocs y colaboradores encontraron por HPLC dos carotenoides: B-
caroteno y luteina en la cascara y pulpa de C. aurantifolia (51).

En 2007, Johann y colaboradores obtuvieron dos flavonoles del extracto hexanico
de las cascara de C. aurantifolia: 8-hidroxi-3,4’,5,6,7-pentametoxiflavona y 8-
hidroxi-3,3’,4°,5,6,7-hexametoxiflavona. También evaluaron su actividad

antifungica en contra de hongos patogénicos de plantas y humanos (52).

En 2008, Afolayan y colaboradores realizaron un estudio comparativo de la
composicion de los compuestos volatiles del aceite esencial del fruto de C.

aurantifolia maduro y podrido proveniente de Nigeria. Dicho aceite fue aislado por



hidro-destilacion y analizado por CG-EM, ambos aceites fueron ricos en limoneno
(21.0%, limén maduro; 21.3% limoén podrido), a-terpineol (11.7%, maduro; 14.1%
podrido), y-terpineno (8.3%, maduro; 8.9% podrido), a-terpinoleno (2.5%, maduro;
8.5, podrido) y (E)-a-farnesano (6.3%, maduro; 4.8% podrido). El a-pineno (11.1%)
y linalol (5.5%) fueron encontrados Unicamente en el limon maduro.
Adicionalmente, citral, decanal también fueron encontrados en el aceite esencial del
limon maduro y podrido. trans-B-Ocimeno, linalool, myrcenol, dodecanal, trans-f-
bergamoteno y trans-y-bisaboleno estuvieron ausentes en el aceite esencial del fruto

del limén podrido (53).

En 2009, Green y colaboradores caracterizaron polimetoxiflavonas de la céscara
de citricos jamaiquinos y mexicanos por medio de HPLC, con la visién de convertir
los desechos de citricos en productos de valor agregado para uso en la industria

farmacéutica y nutracéutica (54).

En 1985, Subbarao y colaboradores encontraron que el aceite esencial de C.
aurantifolia mostraba actividad inhibitoria en Bacillus anthracis y Vibrio cholerae

(55).

En 1991, Ebana y colaboradores evaluaron la actividad antimicrobiana de C.
aurantifolia y otras plantas medicinales. Los extractos demostraron inhibir
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Pseudomonas
aeroginosa, Streptococci f-hemolitico, Escherichia coli y Neisseria gonorrhoeae

(56).



En 1997, Ulate-Rodriguez y colaboradores sometieron la cascara de lima a
prensado en frio y destilacion y analizaron la concentracion de furanocumarinas
lineales: psoraleno, 5-metoxipsoraleno (5-MOP) y 8-metoxipasoraleno (8-MOP) por
medio de Cromatografia en Capa Fina (CCF) y CG-EM. EI aceite de lima obtenido
por prensado en frio obtuvo el méas alto contenido de furanocumarinas lineales;
psoraleno, 5-MOP, y 8-MOP. Asimismo el extracto de la cascara de lima, el aceite
obtenido de la lima prensada en frio y el estandar de 5-MOP inhibieron el
crecimiento de L. monocytogenes, pero no en E. coli O157:H7; en tanto que, M.
luteus fue Unicamente inhibida por la lima prensada en frio. Ademas, el aceite
prensado en frio inhibié L. monocytogenes; sin embargo, el estandar correspondiente
a furanocumarinas lineales no lo hizo; por lo que el grupo de investigacion sugiere la

presencia de otros agentes antimicrobianos en el aceite (57).

En 2006, Aibinu y colaboradores evaluaron la propiedad antimicrobiana del fruto
de C. aurantifolia en las diferentes formas en las que es usado en la localidad de
Nigeria (jugo, cascara quemada cominmente llamada “epa-ijebu” asi como también
el aceite obtenido por el método de destilacion a vapor. Cabe mencionar que, la
actividad de “epa-ijebu” fue llevada a cabo en diferentes solventes. En cuanto a la
actividad antimicrobiana, ésta fue realizada por el método de difusién en agar
incluyendo aislados clinicos de bacterias anaerobias facultativas: S. aureus ATCC
25213, S. aureus, Salmonella paratyphi, Shigella flexnerii, Streptococcus faecalis,
Citrobacter spp, Serratia spp, K. pneumoniae, P. aeruginosa, E. coli ATCC 25922 y
E. coli; hongos: Aspergillus niger y Candida albicans; y bacterias anaerobias:
Porphyromonas spp y Clostridium spp. En este estudio las bacterias anaerobias y

gram-positivas fueron susceptibles a todos los extractos con un rango de CMI de 32



mg/mL-128 mg/mL. En el caso de la actividad en contra de los hongos solo el
extracto del aceite fue activo en contra de A. niger; por el contrario, C. albicans fue
susceptible a todos los extractos con un rango de CMI de 256 mg/mL- 512 mg/mL.
Asimismo, las bacterias gram-negativas exhibieron un rango de CMI de 64 mg/mL-
512 mg/mL. Un hallazgo importante en esta investigacion fue la alta actividad que
presentaron el aceite y el extracto con vino de palma de “epa-ijebu” en comparacion

con los otros extractos (58).

En 2008, Camacho y colaboradores probaron la actividad antituberculosa de
plantas usadas en la medicina tradicional Mexicana, donde el extracto hexanico de C.
aurantifolia present6 una CMI de 200 pug/mL para la cepa H37Rv, este mismo

extracto presento una CMI de 25 pg/mL en una cepa resistente a isoniazida (22).

En 2009, Patil y colaboradores publicaron tres trabajos de investigacion
relacionados con el fruto de C. aurantifolia. En su primer trabajo sometieron el fruto
de C. aurantifolia a hidro-destilaciéon con un aparato tipo Clevenger para la
obtencion de aceite esencial, el cual fue analizado por CG-EM. Se encontraron 22
compuestos, de los cuales el limoneno y la dihidrocarvona se presentaron en mayor
porcentaje de abundancia. Asimismo, el aceite esencial mostré 78% de inhibicion en
un cultivo de células SW-480 de cancer de colon a 100 pg/mL en 48 horas.
Adicionalmente, encontraron que el aceite esencial producia apoptosis de las células
cancerigenas lo que demostré con esto su mecanismo de accion en contra de las
células ensayadas (59). En otro trabajo de este grupo de investigadores, se prepararon
el extracto de semillas secas, cascara y jugo de C. aurantifolia con solventes de

distinta polaridad (acetato de etilo, cloroformo, acetona, metanol y metanol:agua),



dichos extractos fueron sometidos al ensayo de MTT para medir la inhibicion de la
proliferacion celular en un cultivo de células Panc-28. Las CI50 de los extractos
metanol:agua de las semillas, cascara y jugo fueron los siguientes: 4.1 pg/mL, 1.04
pug/mL, 3.4 pug/mL, respectivamente. Ademas, este grupo de investigacion llevé a
cabo el analisis por HPLC de los extractos de distintas polaridades (AcOEt, CHCI;,
acetona, MeOH, MeOH:agua) de la semilla, cascara y jugo de C. aurantifolia en
donde encontraron hesperidina y neohesperidina como flavonoides mayoritarios asi
como rutina en menor proporcion. Asimismo, fueron reportados limonoides como:
limonina, glucdsido de limonina, &cido limonéxico, &cido isolimonéico y obacunona
(60). En su tercera publicacién aislaron e identificaron tres cumarinas del extracto
hexanico de C. aurantifolia: 5-geraniloxi-7-metoxicumarina, limetin e
isopimpinellina. Dichos compuestos inhiben en un 74, 52 y 62% respectivamente,

células del cancer de colon SW-480 (61).

En 2009, Razzaghi-Abyaheh y colaboradores encontraron que el aceite esencial de
C. aurantifolia inhibe el crecimiento de Aspergillus parasiticus e inhibe la
produccién de aflatoxinas; el valor de Clsy para la inhibicion de aflatoxinas fue de
285.6 png/mL. Los resultados indicaron que el aceite esencial del limén puede ser
considerado como un potente candidato para proteger los alimentos de hongos

toxigénicos y contaminacion con aflatoxinas (62).

En 2010, Guimaraes y colaboradores hicieron un estudio comparativo de las
propiedades antioxidantes de la cascara y el jugo de C. aurantifolia y otros citricos
aplicando las técnica de DFPH, ¢ inhibicion de lipido piridoxina usando [-caroteno-

linoleato en liposomas y acido tiobarbiturico en cerebros homogeneizados. Dichas



técnicas fueron aplicadas a las fracciones volatiles y polares de la céscara. Se
encontré en este estudio que los azucares reductores y los compuestos fendlicos
fueron los responsables de la actividad antioxidante. Las fracciones polares de las
cascaras presentaron un alto contenido de compuestos fenolicos, flavonoides, acido
ascorbico, carotenoides y azUcares reductores que contribuyeron a la alta actividad
antioxidante de estas fracciones. En contraste, las fracciones volatiles de las cascaras

tuvieron baja actividad antioxidante (63).

En 2010, Asnaashari y colaboradores analizaron por CG/EM el aceite esencial de
C. aurantifolia encontrando 22 compuestos mayoritarios, entre ellos el limoneno
(28.27%). Asimismo en esta investigacion analizaron la actividad de reduccién de
peso del aceite esencial de C. aurantifolia administrado individualmente y en co-
administracion con cetotifeno (antihistaminico que causa ganancia de peso)
utilizando un modelo de ratén. Los hallazgos de esta investigacion fueron que los
grupos tratados con el aceite esencial tuvieron pérdida de peso y pérdida de consumo
de alimento en ratones, posiblemente debido a la promocion de anorexia.
Interesantemente, el aceite esencial co-administrado con cetotifeno causé
significativamente supresion en la ganancia de peso, asi como un decremento en peso

de los ratones (64).

En 2010, Lakshmi y colaboradores, evaluaron la eficacia antimicrobiana del

aceite esencial de C. aurantifolia en contra de fitopatdgenos comunes (65).

En 2010, Lee y colaboradores, publicaron que el aceite esencial de C. aurantifolia

fue activo en contra de Malassezia furfur, un hongo causante de la dermatitis



seborréica, la actividad anti-malassezial fue alta al igual que la de itraconazol a 2
mg/mL. Adicionalmente, el aceite de C. aurantifolia fue analizado por CG/EM,
siendo los constituyentes mayoritarios el limoneno, y-terpineno y terpinoleno. En
este estudio concluyeron que el aceite esencial de C. aurantifolia tiene aplicaciones

interesantes en el control de enfermedades derivadas de hongos (66).

En 2011, Ojiezeh y colaboradores evaluaron la actividad antimicrobiana del jugo
de C.aurantifolia donde los microorganismos P. aeruginosa, S. aureus, E. coli,
Klebseilla spp y Proteus mirabilis fueron susceptibles al extracto crudo del jugo de

limon (67).

De acuerdo a la literatura revisada se observa que el fruto de C. aurantifolia ha
sido sometido a diferentes métodos de extraccion para la obtencion de compuestos.
Los métodos mas utilizados para la obtencién del aceite esencial son el prensado en
frio, destilacion por arrastre con vapor o hidro-destilacion y centrifugacion. Algunos
autores han concluido que existe diferencia en la composicion quimica del aceite ya
que observaron que el uso de calor descompone algunos metabolitos secundarios.
Para la separacion e identificacion de los componentes de los aceites obtenidos de la
cascara y hojas se han empleado técnicas que van desde cromatografia en columna
con Al,O3, CCF en gel de silice hasta CG-EM, CG-O, HPLC, IR y RMN, siendo la
CG-EM la técnica mas utilizada para la identificacion de los compuestos volatiles.
Cabe mencionar que, algunos autores han evaluado la actividad antibacteriana,
antioxidante y anticancerigena de los aceites esenciales, donde existe un amplio
campo de investigacion en la busqueda de moléculas bio-activas. Sin embargo, el

trabajo que marca la realizacion de esta investigacion es el llevado a cabo por



Camacho-Corona y colaboradores en el 2008, quienes evaluaron la actividad
antituberculosa de los extractos cloroférmico, hexanico, metandlico y acuoso, siendo

el extracto hexanico activo en contra de M. tuberculosis.



CAPITULO 11

HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 Hipotesis

Algunos compuestos aislados, purificados y caracterizados de las fracciones
activas del extracto hexanico de la cascara de C. aurantifolia pueden ser nuevos

agentes con actividad antituberculosa.

2.2 Objetivo General

Aislar, caracterizar y evaluar biol6gicamente los compuestos antituberculosos del

extracto hexanico de la cascara de C. aurantifolia.

2.2.1 Objetivos Especificos

1) Realizar la revision bibliografica de C. aurantifolia.

2) Preparar el extracto hexanico.

3) Fraccionar el extracto hexanico.

4) Aislar y purificar los compuestos de C. aurantifolia.

5) Determinar la estructura quimica de los compuestos aislados.

6) Evaluar la actividad antituberculosa de los compuestos aislados y

caracterizados.



CAPITULO Il

METODOLOGIA

3.1 Estudio fitoquimico

En este estudio la parte fitoquimica fue realizada en la Facultad de Ciencias

Quimicas en el Laboratorio de Quimica de Productos Naturales.

3.1.1 Recoleccion del material vegetal

El fruto de C. aurantifolia fue obtenido de un supermercado el 23 de noviembre

de 2009 en la Ciudad de Monterrey.

3.1.2 Obtencién del extracto hexanico

La cascara de 7.8 kg de limones fue removida y cortada en trozos pequefios
obteniéndose 1.4 kg de cascara. La cascara fue macerada con 6 L de hexano por 72 h
y el material fue filtrado por gravedad y concentrado en un rota-evaporador. Las
cascaras fueron maceradas por otras 72 h y se siguieron los pasos anteriores, lo que

permitio obtener 16. 0584 g de extracto hexanico.

3.1.3 Fraccionamiento del extracto

El fraccionamiento del extracto se llevo a cabo por cromatografia en columna

utilizando gel de silice como fase estacionaria y un gradiente de hexano/acetato de



etilo como fase movil. Se obtuvieron 326 fracciones de 100 mL cada una, las cuales
fueron analizadas por cromatografia en capa fina y observadas bajo luz ultravioleta.
Las 326 fracciones fueron reunidas en 24 fracciones de acuerdo a su similitud
cromatografica. En la Tabla 3 se resume el fraccionamiento del extracto hexanico y

los compuestos mayoritarios aislados en las fracciones obtenidas.

TABLA 3

Fraccionamiento del extracto hexanico y compuestos mayoritarios aislados y

purificados
Fracciones Fraccion Polaridad rﬁgn:)?lijtzsrti%
Obtenidas reunida Hex:AcOEt y
aislado
1-14 1 Hexano
15-32 2 95:5y 90:10
33-37 3 90:10 Ca4d
38-39 4 90:10
40-45 5 90:10 Cab
46-53 6 90:10
54-63 7 90:10
64-72 8 85:15
73-76 9 85:15 Ca7
77-80 10 85:15
81-85 11 85:15 Cas
86-92 12 85:15
93-98 13 85:15
99-100 14 80:20 Ca9
101-109 15 80:20
110-124 16 80:20
125-156 17 75:25
157-196 18 75:25y 70:30
197-220 19 70:30 y 60:40
221-230 20 60:40 y 50:50
231-260 21 50:50 y 40:60
261-284 22 40:60
285-325 23 30:70, 20:80 y 10:90
326 24 AcOEt




3.1.4 Aislamiento y purificacion de los principios antituberculosos

Los compuestos Ca4, Ca6, Ca7, Ca8 y Ca9 se lograron aislar y purificar para su
posterior caracterizacion estructural. Las demas fracciones no se sometieron a
cromatografia en columna debido a que se presentan mezclas complejas en su
analisis por cromatografia en capa fina. Adicionalmente, en un estudio previo
realizado por Elizabeth Elizondo en el 2008 se encontré que todas las fracciones
presentaban actividad en contra de M. tuberculosis por lo que el extracto hexanico
total se analizd por cromatografia de gases acoplado a masas (CG-EM) para

identificar los compuestos volatiles presentes en todo el extracto.

3.1.4.1 Compuesto Ca4 (5-Geranoxi-psoraleno)

De la fraccion 3 (ver Tabla 3) se obtuvo el compuesto Ca4 impuro, este
compuesto fue sometido a varias columnas cromatograficas usando como fase
estacionaria silica gel y fase mdévil un gradiente de hexano/acetato de etilo. El
compuesto puro se observé en las sub-fracciones de polaridad hexano/acetato de etilo
98:2 como una mancha de color amarillo fluorescente a 365 nm. EI compuesto se

obtuvo como un aceite con un rendimiento total de 24.8 mg (0.017%).



3.1.4.2 Compuesto Ca6 (5-Genanoxi-7-metoxi-cumarina)

De la fraccion 5 (ver Tabla 3) precipitd un solido blanco brillante, el cual en
cromatografia en capa fina y bajo luz ultravioleta muestra una mancha de color azul
fluorescente a 365 nm. El sélido fue purificado por una re-cristalizacién con
hexano/acetato de etilo en relacion 97:3. Se obtuvo un total de 17.6 mg (0.0012%) de

cristales planos de color blanco brillante de punto de fusion (pf) 74-75 °C.

3.1.4.3 Compuesto Ca7 (5,7-Dimetoxi-cumarina o limetina)

En las fracciones 9-10 (Tabla 3) precipitd un sélido que en cromatografia en capa
fina revelé como una mancha de color azul fluorescente bajo luz ultravioleta a 254
nm. El sélido fue purificado por re-cristalizacién con cloroformo, los cristales se
obtuvieron en forma de agujas transparentes (10.7 mg) con rendimiento de 0.00076

%y de pf 132-135°C.

3.1.4.4 Compuesto Ca8 (Bergapteno o 5-metoxipsoraleno)

Las fracciones 11-12 (Tabla 3) fueron sometidas a una cromatografia en columna
con silica gel como fase estacionaria y eluida con gradiente de hexano/acetato de
etilo. De las sub-fracciones 61-120 (hexano/acetato de etilo 96:4) fue obtenido un
solido de color amarillo con un rendimiento de 0.004 % (56.2 mg) siendo una

mezcla del compuesto Ca7 y Ca8 que revela amarillo fluorescente a 365 nm.



3.1.4.5 Compuesto Ca9 (Isopimpinellina o 5,8-dimetoxipsoraleno)

Las fracciones 13-15 (Tabla 3) fueron sometidas a una cromatografia en columna
con silica gel como fase estacionaria y un gradiente de hexano/acetato de etilo como
fase mavil, de las sub-fracciones de polaridad 95:5 hexano/acetato de etilo precipitd
un solido. Este solido fue purificado por una re-cristalizacion (hexano/acetato de
etilo 95:5) rindiendo un solido de color amarillo claro, el cual revela en
cromatografia en capa fina y bajo luz ultravioleta como una mancha de color
amarillo fluorescente a 365 nm. Del compuesto puro con pf 126-127°C se obtuvo un

total de 0.004 mg (4.07 %).

3.1.5 Separacién e identificacion de los componentes volatiles del extracto

hexanico por CG/EM

El extracto hexanico de la céascara de C. aurantifolia fue analizado por
cromatografia de gases acoplado a masas (CG/EM) para la identificacion de los
compuestos volatiles. Las condiciones empleadas fueron las siguientes: Técnica de
ionizacion: Impacto Electrénico (IE) 70eV; columna: HP 5MS de 25 m, 0.2 mm de
didmetro interno y 0.33 um de tamafio de particula, gas acarreador: helio a un
velocidad de flujo de 39 cm/seg, rampa de temperatura: 40°C durante 2min,
10°C/min hasta 260°C durante 20 minutos; inyector: 250°C, splitless; cantidad
inyectada: 1pL, detector: MSD 280°C linea de transferencia. La identificacion de los
analitos volatiles del extracto hexanico fue realizada por medio de la biblioteca NIST

version 1.7a.



3.1.6 Identificacion de los compuestos aislados y purificados

La identificacion y caracterizacion de los compuestos Ca4, Ca6, Ca7, Ca8 y Ca9

se llevo a cabo por Resonancia Magnética Nuclear de una y dos dimensiones.

3.2 Ensayo Biologico

Los ensayos bioldgicos fueron realizados en el departamento de Microbiologia, de

la Facultad de Medicina

3.2.1 Preparacion de las muestras a evaluar

Las soluciones stock fueron preparadas disolviendo 1 mg de cada una de las
muestras en dimetilsulféxido (DMSO) hasta alcanzar una concentracién de 20
mg/ml. Las soluciones stock se mantuvieron a -20°C hasta antes de su uso.
Posteriormente las soluciones de trabajo fueron preparadas a partir de una alicuota
tomada de cada una de las soluciones stock y diluyéndolas con medio Middelbrook
7H9-OADC (acido oléico, albumina, dextrosa y catalasa) a una concentracion cuatro

veces mayor de concentracion mas alta ensayada.

3.2.2 Preparacion del indculo bacteriano

Las cepas fueron cultivadas en medio Middelbrook 7H9-OADC a 37°C durante 2
semanas, tiempo durante el cual la bacteria alcanza la fase logaritmica de

crecimiento. El inoculo bacteriano fue preparado diluyendo el cultivo en fase



logaritmica hasta ajustar la turbidez al estdndar No.1 de McFarland, posteriormente

se diluyo a 1:20 con medio Middelbrook 7H9-OADC.

3.2.3 Desarrollo del ensayo biologico

La actividad antituberculosa fue determinada de acuerdo al método descrito en la
literatura (68,69); dicho método se basa en la propiedad que tienen las bacterias en
crecimiento de liberar deshidrogenasas (DH) al medio, las cuales reducen la
resazurina (azul y sin fluorescencia) a resurfina (rosa y fluorescente), en la figura 4

se muestra la reaccién de reduccién de la resazurina.

/ NADH \
NaO O O \ NaO o O
N N
o +
NAD
Resazurina (no fluorescente) Resofurina (fluorescente)
Aabs= 604 nm Aabs/Aem= 571/585 nm

- /

Figura 4. Reduccion de resazurina a resofurina

El ensayo se llevo a cabo en micro placas de 96 pocillos en los cuales se
ensayaron seis muestras y cada concentracion fue ensayada por duplicado. En la
placa de 96 pocillos se colocaron 200 pl de agua estéril en los pozos de la periferia,
en los demas pocillos se afadieron 100 pl de medio Middelbrook 7HS9.
Posteriormente se afiadieron 100 pl de la solucion de trabajo en los pocillos de mayor

concentracion (50 pg/ml), con lo que se obtuvo una concentracion de DMSO « 1%



v/v en los pozos. Enseguida se realizd una serie de diluciones 1:2 a lo ancho de la
placa y posteriormente se afiadieron 100 pl del in6culo bacteriano previamente
preparado. Asimismo se prepararon tres controles a) 100:100, b) 10:100 y c) 1:100;
los cuales representan el 100%, 10% y 1% de la poblacién bacteriana a ensayar. Las
placas fueron incubadas por 5 dias, posteriormente se adiciond 20 pl del reactivo
Alamar azul y 12 ul de Tween 80 al 10% a todos los pozos. Las placas se re-
incubaron a 37°C por 24 h. Si después de esta incubacién se observo cambio de color
del reactivo de azul a rosa, se interpret6 como presencia de crecimiento bacteriano.
Posteriormente, se adiciono el reactivo de Alamar azul (20 pl) y tween 80 al 10% (12
ul) a los demas pocillos, interpretando el cambio de color del reactivo de la misma

forma que los controles, después de 24 h de incubacion a 37°C (Figura 5).

3.3 Disposicion de residuos: parte fitoquimica y ensayos biol6gicos

La disposicién de los residuos de la parte experimental se realiz6 en base a las
normas establecidas por el departamento de manejo y control de residuos de la

Facultad de Ciencias Quimicas y de la Facultad de Medicina de la UANL.
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Figura 5. Diagrama del desarrollo del ensayo biologico




CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Caracterizacion estructural de los compuestos aislados y purificados del

extracto hexanico de la cascara de C. aurantifolia

Del extracto hexanico de la cascara de C. aurantifolia se lograron aislar y
caracterizar estructuralmente cinco compuestos por medio del analisis de sus
espectros de RMN de una dimensién (RMN 'H, RMN **C, DEPT) y de dos

dimensiones (COSY, NOESY, HMBC y HMQC, HSQC).

4.1.1 Elucidacién estructural del compuesto 5-geranoxi-psoraleno (Ca4)

El analisis del espectro de RMN *H (Figura 6) del compuesto Ca4 muestra sefiales
para 22 protones, de los cuales cinco protones eran caracteristicos de una
furanocumarina monosustituida, de acuerdo a las siguientes sefiales: un doblete a un
desplazamiento quimico (8) de 8.17 ppm con una constante de acoplamiento (J) de
9.8 Hz correspondiente a H-4, este proton se acopla con H-3 que se observa a 6 6.27
ppm como un doblete con una J = 9.8 Hz. Asimismo el protén H-2> que aparece en
d 7.59 ppm como un doblete (J= 2.8 Hz) se acopla con el proton H-3’ que se
encuentra en 6 6.96 ppm como un doblete con una J= 2.8 Hz. Adicionalmente se
observa un singulete en & 7.16 ppm que corresponde a un proton aromatico sin
acoplar. En el espectro de RMN *H (Figura 6) se observaron las sefiales
caracteristicas de un grupo geranoxi de acuerdo a lo siguiente: en & 5.53 un triplete

hexaplete y en 5.06 ppm un triplete heptaplete con J= 1.4, 6.3 Hz, cada uno



correspondientes a H-2”’ y H-6"’, respectivamente. Los dos protones de H-1"" se
observan a 6 4.95 ppm como un doblete con una J= 6.3 Hz, también presenta a &
2.09 ppm un multiplete que integra para 4 protones correspondientes a dos protones
de H-4’’ y dos de H-5"’. Finalmente, se observan tres singuletes en & 1.69, 1.68 y

1.60 ppm correspondientes a los metilos en posicion H-9°’, H-10"" y H-8"".

En el espectro de RMN **C (Figura 7), se observan 21 sefales
correspondientes a cada uno de los carbonos de una geranoxi-furanocumarina. En
este sentido, se muestra una sefial caracteristica del grupo carbonilo de la lactona
cumarinica en & 161.57 ppm correspondiente a C-2. En la Tabla 4 se resumen las
constantes espectroscopicas del compuesto Cad y es importante mencionar que cada
una de las sefiales de proton y de carbono trece coincidieron con las sefiales de 5-

geranoxi-psoraleno (Figura 8) reportadas por Kawaii y colaboradores (70).

Para confirmar la estructura se realizaron experimentos de doble dimension. El
espectro de COSY (Figura 9) muestra las siguientes correlaciones: H-4 y H-3; H-2’ y
H-3’; H-2> y H-1"" y, H-6> y H-5"". En el espectro de HMBC (Figura 10) se
observaron las correlaciones que existen a larga distancia entre los carbonos y
protones, como se indica en la Tabla 4. En este sentido se concluye que el grupo
geraniloxi se encuentra sustituido en posicion 5, debido a la correlacion de larga

distancia entre el C-5 y los protones H-1"".
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Figura 8. Estructura del compuesto 5-geranoxi psoraleno

TABLA 4

Constantes espectroscopicas de RMN de *H y **C y HMBC de 5-geranoxi-psoraleno

8H (Jen Hz)® | 8H (J en Hz)P 5C? 5CP
Posicion 700 MHz 400 MHz, 176 MHz, 100 MHz, HMBC
CDCl, CDCl;, CDCl, CDClj,
2 161.57 161.3
3 6.27, dd (9.8, 6.25,d (9.8) 112.77 112.6 H-3/161.57, 107.73
0.7)
4 8.17,dd (9.8, 8.14,d (9.8) 139.86 139.6 H-4/C-2, C-8a
0.7)
4a 107.73 107.6
5 149.5 149.0
6 114.27 114.3
7 158.34 158.2
8 7.16,1(0.7) 7.13,s 94.45 94.3 H-8/C-6, C-7, C8a,
C-4a
8a 152.86 152.7
2’ 7.59,d (2.8) 7.57,d (2.5) 145.18 144.9 H-2°/C-6, C-3", C-
7
3 6.96, dd (0.7, 6.94, dd (0.9, 105.28 105.0 H-3°/C-6, C-7, C-
2.8) 2.5) 2
1” 4.95,d (6.3) 4.93,d (6.8) 69.95 69.8 H-1"7/C-5, C-27,
C-3”
2” 5.53, tsext 551, m 119.05 118.9
(6,3,1.4)
3 143.27 143.0
4” 39.71 39.5
5 2.09,m 2.08, m 26.40 26.2
6” 5.06, tsept 5.05, m 123.69 123.5
(6.3,1.4)
7’ 132.27 132.0
8” 1.68,d (0.7) 1.66 s 25.90 25.7
9>’ 1.69,d (0.7) 1.67s 17.94 17.7
10”7 1.60, d (0.7) 1.58 s 16.90 16.7
#Datos obtenidos experimentalmente. °Kawaii y col.
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4.1.2 Elucidacion estructural del compuesto 5-geranoxi-7-metoxi-cumarina

(Cab)

En el espectro de RMN *H (Figura 11) del compuesto Ca6 se observan sefiales
para 24 protones caracteristicos de una cumarina sustituida con un grupo geranoxi y
un grupo metoxilo por las sefiales siguientes: en & 8.00 ppm se observa un doblete
con una J= 9.8 Hz correspondiente al proton H-4, el cual se acopla con el protén H-3
ubicado en & 6.15 ppm como un doblete con una J= 9.6 Hz. También, se observan
dos protones metarrelacionados uno a 6 6.41 ppm (d, J= 2.2 Hz) y otro en & 6.28 ppm
(d, J= 2 Hz). Adicionalmente, se observan las sefiales caracteristicas del grupo
geraniloxi de acuerdo a lo siguiente: en & 5.47 ppm (J= 6.4, 1.2 Hz) y 5.09 ppm (J=
6.4, 1.6 Hz) resuenan un triplete sextaplete y un triplete septaplete, correspondientes
a H-2’ y H-6’, respectivamente. En 6 4.60 ppm se observa un doblete (J= 6.4 Hz) que
corresponde al proton de H-1" y en 4 2.11 ppm un multiplete correspondiente a dos
protones de H-4" y dos protones de H-5. Por otro lado se observan tres dobletes (J=
0.8 Hz) en 6 1.74, 1.67 y 1.61 ppm que corresponden a los protones H-9°, H-10’ y H-
8’, respectivamente. Finalmente, se observa un singulete en & 3.85 ppm con una

integral para tres protones y que pude ser atribuido a un grupo metoxilo.

El espectro de RMN *3C (Figura 12) muestra 20 sefiales de carbonos de los cuales
es importante mencionar al grupo carbonilo de una lactona cumarinica en 6 161.8
ppm; asi como, la sefial del metoxilo en 55.9 ppm. En la Tabla 5 se resumen las
constantes espectroscopicas del compuesto Ca6. La comparacion de las contantes
fisicas y espectroscopicas de Ca6 con las cumarinas previamente reportadas por
Miyake y colaboradores (71) permitieron identificar al compuesto como la 5-

geranoxi-7-metoxi-cumarina (Figura 13).
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Figura 13. Estructura del compuesto 5-geranoxi-7-metoxi-cumarina

Para confirmar la elucidacion estructural de 5-geranoxi-7-metoxi-cumarina se
corrio el espectro COSY (Figura 14) el cual mostré la correlacion que hay entre H-4
y H-3, H-6 y H-8, H-2’ y H-1°, H-6’ y H-5". Cabe mencionar que se observan
correlaciones a larga distancia entre H6* y H-8’, H6’ y H-10’; y por Gltimo H-2’ y H-
9’. Asi mismo en el espectro HSQC (Figura 15) se pueden observar las correlaciones
que existen entre el protdn con su correspondiente carbono. Adicionalmente se llevd
a cabo un experimento HMBC (Figura 16) para observar la correlacion existente a

larga distancia entre protones y carbonos (Tabla 5).



TABLAS

Constantes espectroscépicas de RMN de *H y *C y HMBC de 5-geranoxi-7-metoxi-

cumarina
a 8H (J en Hz)° 5C? §CP 100
Posicion 4(?0"',\/(If_|ezn cHLZ>)C| 400 MHz, d- | 100 MHz, | MHz, d- HMBC
’ 3 DMSO CDCl; | DMSO
2 161.88
3 6.15, d (9.6) 6.15,d (9.5) 111.01 | 11252
4 8.00,d (9.8,0.4) | 8.01,dd (95 05) | 139.28 | 13959
4a 10448 | 107.48
5 156.48 | 148.95
6 6.28,d 2) 6.29,d (2.0) 96.0 11417 | H-6/C-5,C-7,C-
8, C-4a
7 16381 | 158.10
8 6.41,dd (2,04) | 6.41,dd (2.9,05) | 92.88 9419 | H-8/C-6,C-7,C-
43, C-8a
8a 157.06 | 152.63
e 4.6,d(6.4) 4.6,d(65) 65.89 69.73 | H-1/C5,C2,
c-3
> 5.47, tsext (6.4, | 5.48,1q(65,1.0) | 11868 | 118.84
1.2)
3 14236 | 143.02
4 39.7 39.47
5 2.1, m 2.12,m 26.42 26.19
6 5.00, tsept (6.4, 5.00, m 12378 | 123.47
1.6)
7 13220 | 130.00
8 1.61,d (0.8) 161 s 17.93 17.68
9 1.74,d (0.8) 1.75,s 16.94 16.65
10° 1.67,d(0.8) 1.68, s 25.88 25.65
7-OMe 3.85, s 3.85, s 55.99 55.74

“Datos obtenidos experimentalmente. °Miyake y col.
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4.1.3 Elucidacion estructural del compuesto 5,7-dimetoxi cumarina o limetina

(Ca7)

El punto de fusion, el Rf y el espectro de RMN 'H de Ca7 nos permitieron
concluir se trata de la 5,7-dimetoxi cumarina (Figura 17). Esta cumarina fue la
misma que la obtenida previamente del extracto hexanico de la céascara de C.
aurantifolia en forma de cristales por Elizondo-Trevifio en el 2008. El espectro de
RMN 'H (Figura 18) muestra en & 7.97 ppm un doblete con una J= 9.6 Hz
correspondiente a H-4, este proton se acopla con H-3 el cual se observa como un
doblete en 6 6.16 ppm (J= 9.6 Hz). Asimismo en & 6.28 y 6.42 ppm se observan dos
dobletes (J= 2Hz) metarrelacionados correspondientes a H-6 y H-8, respectivamente.
Por ultimo en & 3.89 y 3.85 ppm se observan dos singuletes que integran para tres
protones cada uno y que corresponden a 7-OCH3 y 5-OCH3, respectivamente. En la

Tabla 6 se muestran las constantes espectroscépicas de la 5,7-dimetoxi-cumarina.

Figura 17. Estructura del compuesto 5,7-dimetoxi cumarina

TABLA 6

Constantes espectroscopicas de RNM *H del compuesto 5,7-dimetoxi cumarina

L 8H (J en Hz)? 8H (J en Hz)°
Posiclon | 50 MHz, CDCI; | 400 MHz, CDCl,
3 6.16, d (9.6) 6.16, d (9.6)

4 7.97,d (9.6) 7.97,d (9.5)

6 6.28,d (2.4) 6.28,d (2.1)

8 6.42,d (2) 6.41,d (2.3)
5-OMe 3.85,s 3.85,s
7-OMe 3.89, s 3.89,s

3Datos obtenidos experimentalmente. °Elizondo- Trevifio
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4.1.4 Elucidacion estructural del compuesto 5-metoxi-psoraleno o Bergapteno

(Ca8)

El espectro RMN 'H (Figura 19) muestra seis sefiales equivalentes a ocho
protones caracteristicos de una furanocumarina metoxilada. A continuacion se
describen las sefiales caracteristicas: en & 8.16 ppm se observa un doblete con una J=
9.8 Hz, correspondiente a H-4, el cual se acopla con H-3 localizado en 6.28 ppm
como un doblete (J= 9.8 Hz). En & 7.14 ppm se observa un singulete que integra para
un proton. Adicionalmente en 6 7.6 ppm se observa H-2’ como un doblete con una
J= 2.8 Hz, el cual se acopla con H-3" (5 7.02, J= 2.1 Hz). Finalmente en & 4.27 ppm

se observa un singulete correspondiente a un grupo metoxilo.

El espectro de RMN 3C (Figura 20) muestra 12 sefiales, de las cuales la sefial a
161.5 ppm corresponde al grupo carbonilo de una lactona cumarinica y en 60.3 ppm
un grupo metoxilo, ademas se observan 10 carbonos aromaticos. En la Tabla 7 se
resumen las constantes espectroscopicas de Ca8. De acuerdo al analisis del espectro
de RMN *H y de *3C el compuesto podria ser el 5-metoxi-psoraleno o el 8-metoxi-
psoraleno, por lo que se buscd en la literatura las constantes espectroscépicas de
ambos compuestos y se encontrd que el compuesto Ca8 corresponde al 5-metoxi-

psoraleno (Figura 21) reportado previamente por Yu Hongwei y colaboradores (72).

Lo anterior fue confirmado por el analisis de RMN doble dimension. En el
espectro COSY (Figura 22) se observa la correlacion que existe entre el protén H-4 y
H-3, asi como también entre los protones H-2’ y H-3". Adicionalmente fue realizado
el experimento de HMBC (figura 23) en donde se observan las correlaciones que
existen entre protones y carbonos a larga distancia, cada una de las correlaciones se

muestran en la Tabla 7.



TABLA7

Figura 21. Estructura quimica del compuesto 5-metoxi-psoraleno

Constantes espectroscopicas de RMN de *Hy *C y HMBC de 5-metoxi-psoraleno

8H (Jen Hz)® | &H (J en Hz)° 5C? 5CP 150
Posicién | 700 MHz, 600 MHz, 176 MHz, | MHz, HMBC
CDCl, CDCl, CDCl, CDCl,
2 161.53 161.2
3 6.28, d (9.8) 6.26, d (9.6) 112.76 1125 H-3/C-2, C-8a
4 8.16, dd (9.8, 8.15, d (9.6) 139.53 139.2 H-4/C-2, C-4a
0.7)
4a 152.90 152.7
5 149.78 1495
6 112.87 1127
7 158.59 158.3
8 7.14,dd (1.4, 7.13,s 94.07 93.8 H-8/C-4a, C-6,
0.7) C-8a, C-8
8a 106.61 106.4
2’ 7.6, d (2.8) 7.59, d (2.5) 145.01 1447 H-2/C-7,C-6
3 7.02,dd (2.1, 7.02,d (2.5) 105.26 1052 | H-37/C-7,C-2,
1.4) C-6
5-OMe 4.27s 4.26,s 60.3 60.0

“Datos obtenidos experimentalmente. Yu Hongwei y col.
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Figura 19. Espectro de RMN *H (700 MHz, CDClIs) del compuesto 5-metoxi-psoraleno



ppm

50Me

80

LU N0 PR TESRTT O PRTRPRIOR WpA o vemwpe ‘JMWWMWNMWMWMMMWWWM
T T o Ty T T TV
60 40

o2
o
=
— =
—
B e
Fial b
o
>
10
o
o = |
o~
—
S 3
d
w
o— 3
s—3
o i 3 N
B ¥ TS
o e T
5
Lot o - l:
-0 \‘f -
(==
3 / —
T ]
o

1 7 8
2N
3'

(]

Kk Ao

o
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4.1.5 Elucidacion estructural del compuesto 5,8-dimetoxi-psoraleno o

Isopimpinellina (Ca9)

El espectro de RMN *H (Figura 24) del compuesto Ca9 muestra sefiales para
cuatro protones aromaticos caracteristicos de una furanocumarina doblemente
metoxilada de acuerdo a la siguiente discusion: para el anillo de la lactona se observa
un doblete (J=10 Hz) en o 8.12 ppm correspondiente a H-4, el cual se acopla con
H-3 (5 6.29, d, J= 10 Hz). Por otra parte, se observan dos dobletes, uno en & 7.63
ppm (d, J= 1.6 Hz) y el otro en 7.00 ppm (d, J= 1.2 Hz) los cuales corresponden a los
protones H-2’ y H-3” del anillo de furano. Finalmente, se observa un singulete en 6
4.16 ppm que integra para seis protones y que corresponde a los protones de los

metoxilos 5y 8.

El espectro de RMN **C (Figura 25) se observan 13 sefiales, de las cuales se
puede destacar la sefial en & 160.72 ppm caracteristica del C-2 de una lactona a,f3-
insaturada. También, se observan las sefiales para dos metoxilos en 6 61.95 y 61.06
ppm y para los carbonos de benceno y furano (Tabla 8). En la Tabla 8 se resumen los
datos espectroscopicos de Ca9, el cual se caracterizé como la 5,8-dimetoxipsoraleno
o isopimpinellina (Figura 26) por comparacion de sus datos espectroscopicos con los
previamente reportados para este compuesto por Miyazawa y colaboradores en el

2004 (73).

Cabe mencionar que para confirmar la elucidacion estructural del 5,8-dimetoxi
psoraleno fueron realizados estudios de DEPT 45, 90 y 135, aunado a experimentos
de doble dimensién. En el caso de DEPT 45 (Figura 27) se observan seis sefiales
correspondientes al C-3” (6 105.32), C-3 (6 113.10), C-4 (5 139.64), C-2’ (6 145.35)

y dos —OCHjs (8 61.06 y 61.96). Asimismo en el espectro de RMN DEPT 90 (Figura



28) se observan cuatro sefiales correspondientes a los metinos (C-3, C-4, C-2’ y C3).
Cabe mencionar que, el espectro de RMN DEPT 135 es igual al espectro de DEPT
45 ya que la molécula no presenta en su estructura metilenos, apareciendo

unicamente los metilos y metinos.

En el experimento de doble dimension COSY (Figura 29) se puede observar la
correlacion entre los protones H-3 y H-4 asi como entre los protones H-2” y H-3". Lo
anterior pudo ser confirmado por la interaccion que existe entre estos protones en el
espacio por medio de espectro de NOESY mostrado en la Figura 30. Por otro lado,
en la Figura 31 se muestra el espectro de HETCOR, el cual muestra la correlacion

entre los carbonos C-3, C-4, C-2’ y C-3’ con sus respectivos protones.

Figura 26. Estructura del compuesto 5,8-dimetoxi-psoraleno



TABLA 8

Constantes espectroscopicas de RMN *H y *C del compuesto 5,8-dimetoxi psoraleno

8H (JenHz)? | 8H (JenHz) 5Ce 5C

Posicion 4%)D'V(':'I:Z' S?D'\é'l':z’ 100 MHz, CDCl; | 125 MHz, CDCl,
2 160.72 160.6
3 6.29, d (10) 6.29,d (9.7) 113.10 112.9
4 8.12,d (10) 8.12,d (9.7) 139.64 139.1
4a 107.87 107.7
5 14452 1444
6 115.03 114.9
7 150.24 150.1
8 128.45 1283
8a 143.92 1438
2 7.63,d (L.6) 7.63,d(2.3) 14535 1452
3 7.00,d (1.2) 7.00,d (2.3) 105.32 105.2
5-OMe 16 < 4.16, s 61.96 61.8
8-OMe 0 417,s 61.06 60.9

“Datos obtenidos experimentalmente. °Miyazawa y col.
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Figura 24. RMN 'H (CDCls, 400 MHz) del compuesto 5,8-dimetoxi-psoraleno.
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Figura 25. RMN **C (CDCl,, 100 MHz) del compuesto 5,8-dimetoxi-psoraleno.
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Figura 28. Espectro de DEPT 90 del compuesto 5,8-dimetoxi-psoraleno
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4.2 Compuestos identificados por CG/EM

Para identificar los compuestos volatiles del extracto hexanico de C. aurantifolia
se realizo un analisis por CG/EM del mismo y lograndose identificar 40 compuestos,
los cuales se enlistan en la Tabla 9 y se ubican en las siguientes clases de
compuestos: nueve monoterpenos, cinco sesquiterpenos, cinco cetonas, cuatro
alcanos, cuatro cumarinas, tres acidos grasos, tres alcoholes, dos ésteres, dos éteres,
un fenol, un aldehido y una hidroxiacetona. En la Figuras 32 y 33 se muestran las
estructuras quimicas de los compuestos identificados.

TABLA9
Compuestos separados e identificados por CG/EM del extracto hexanico de la

cascara de C. aurantifolia.

Tiempo de . , Peso
L Porcentaje de Formula
Compuesto retencion . molecular
. abundancia molecular
(min) g/mol
Tetrahldr9—2-metll- 5041 0.556 CsH1, O 100.06
2H-pirano
4-Hexen-3-ona 5.541 0.339 Cs H1o O 98.06
3-Metil-3-penten-2- 5 665 0.382 CsHio O 98.06
ona
3-Hexen-2-ona 5.665 0.382 Co Hio O 98.06
Pinacol 6.290 1.313 Co His O 120.06
Resorcinol 8.349 2.848 Cs Hs O 110.06
. H
p-Cimeno 8.851 0.275 Cio Hu 148.11
1-Metoxi- 9.600 6.243 C7Hi 0 112.07
ciclohexeno
Oxido de linalol 9.965 0.915 C10H15 O 170.10
Acetato de 10.604 0.310 C12H15 02 194.13
crisantenilo




CONTINUA

Tiempo de . ] Peso
., Porcentaje de Formula
Compuesto retencion . molecular
. abundancia molecular
(min) g/mol
Corilon 10.916 5.406 CeHaO, 112.06
Terpinen-4-ol 11.464 1.300 C1oH1s0 154.25
a-Terpineol 11.737 4.663 C1oH150 154.25
. 3'Met"'1’2.' 12.115 6.460 CoHs Oz 112.06
ciclopentanediona
Carvona 12.487 0.689 C1oHO 136.09
Geraniol 12.597 0.895 CioHs O 154.10
Citral 12.773 1.725 CioHis0 152.1
1,8-Dimetil-4-(1- CisH24 0O
metiletil)-spiro 12.956 0.439 220.16
[4,5]dec-6-en-8-ona
Formato de geranilo 13.106 0.551 CuHi 0, 182.11
Acido oléico 13.933 0.538 C18Ha O; 282.19
Acetato de (2)-7- 14.200 2.213 CurH0; 268.18
metil-8-tetradecenilo
a-Bergamoteno 14.963 0.779 CisHas 268.18
Trans-o. -Bisaboleno 15.894 0.800 CsHae 204.35
Oxido de cariofileno 17.048 2.355 C1sHa0 220.36
Espatulenol 17.595 1.519 C1sH240 220.35
Umbelliferona; 7- 19.061 3.377 C10 Hs 05 176.10
metoxicumarina
1-Heptatriaconanol 19.367 0.150 Car Hrs O 536.40
Trans-Fitol 19.530 0.169 Coo Hao O 296.21
Versalido 20.077 0.398 C1s Has O 258.19
Palmitato de metilo 20.449 0.228 Ci7 Has Oz 270.18
Acido palmitico 21.178 5.381 Cis Ha Oz 256.17




CONTINUA

Tiempo de . ] Peso
. Porcentaje de Formula
Compuesto retencion . molecular
. abundancia molecular
(min) g/mol
s 21.823 12.326 C1aH1004 206.19
Dimetoxicumarina
5-Metoxi-psoraleno 22.768 0.752 C12Hs O 280.19
Acido linoléico 22.768 0.752 C1sHa Oz 280.19
Tricosano 23.876 0.244 Cy3 He 338.2
5,8-Dimetoxi- 24117 4.745 C13H1005 246.13
psoraleno
Pentacosano 25857 0.360 Cys Hs 352.27
Tetracosanal 27798 0.546 CxuHyi O 352.26
Octacosano 28.776 0.307 Cyg Hsg 394.30
Nonacosano 33.408 0.389 CygHeo 408.31
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De acuerdo a lo revisado en la literatura en cuanto a la composicion quimica de la
cascara de C. aurantifolia (ver antececentes), nos podemos percatar que esta
constituida principalmente de terpenos, cumarinas, furanocumarinas, flavonoides,
compuestos fenolicos, pectinas, entre otros. También, pudimos observar que
la composicion quimica que reportan los investigadores varia de acuerdo a la region
donde se recolecta el material vegetal, la estacion de colecta, las condiciones en la
que se obtienen los aceites esenciales (por presion, destilacion, hidro-destilacién, etc)
0 por las condiciones en que se analizan las muestras en el CG-EM (rampas de
temperatura, fases estacionarias empledas, bases de datos). Asimismo, en este
proyecto se lograron identificar 22 metabolitos secundarios que anteriormente no
habian sido identificados en la cascara de C. aurantifolia y que se describen por
primera vez en esta planta, estos compuestos se enlistan en la Tabla 10. Otro aspecto
importante a mencionar es que hay solo un reporte previo del estudio quimico del
extracto hexanico de la cascara de C. aurantifolia donde lograron obtener dos
flavonoides (53); mientras que en el presente proyecto de investigacion encontramos
cumarinas, furanocumarinas, terpenos, compuestos fenolicos, cetonas, entre otros. La
diferencia en el contenido de metabolitos secundarios entre ambos estudios puede ser

debido probablemente a lo mencionado anteriormente.



TABLA 10

Compuestos identificados por primera vez en la cascara de C. aurantifolia

Compuestos
Tetrahidro-2-metil-2H-pirano Acetato de (2)-7-metil-8-
tetradecenilo
4-Hexen-3-ona Espatulenol
Pinacol 1-Heptatriacotanol
Resorcinol Trans-fitol
1-Metoxi-ciclohexeno Versélido
Acetato de crisantenilo Palmitato de metilo
Corilon Pentacosano
3-Metil-1,2-cliclopentenediona Tetracosanal
Formato de geranilo Octacosano
Acido oléico Nonacosano
3-Metil-3-penten-2-ona 3-hexen-2-ona

Entre los compuestos que se lograron aislar, purificar y caracterizar, en este estudio,
a partir de la cascara de C. aurantifolia, son: las furanocumarinas y cumarinas, lo
cual coincide con la literatura consultada. En el caso de las furanocumarinas se ha
observado que algunas plantas las acumulan gracias a que tienen rutas biosintéticas
altamente inducibles; sin embargo, Ruta graveolens y posiblemente otras especies de
Rutaceae no responden al estrés y sintetizan constitutivamente furanocumarinas en
todos los tejidos, por lo que es posible que C. aurantifolia (Rutaceae) se comporte de
manera similar y sintetice este tipo de compuestos a pesar de las condiciones en las

gue se encuentre (74).



4.4 Actividad Antituberculosa de los Compuestos Identificados y Caracterizados

del Extracto Hexanico de la cascara C. aurantifolia

Cuatro de los cinco compuestos aislados, purificados y caracterizados del extracto
hexanico de C. aurantifolia; asi como, 16 de los compuestos identificados por CG-
EM fueron ensayados en contra de una cepa sensible (H37Rv) de M. tuberculosis, los
resultados se muestran en la Tabla 11. Una vez probados con la cepa sensible, los
compuestos con actividad antituberculosa fueron ensayados contra tres cepas resistes
a isoniazida y rifampicina, los resultados se muestran en la Tabla 12. Cabe
mencionar que los ensayos tanto en la cepa sensible como en las cepas resistentes se

realizaron en un rango de concentracion de 6.25-200 ug/mL.

TABLA 11

Actividad en contra de M. tuberculosis H37Rv de los compuestos identificados en el
extracto hexanico de la cascara de C. aurantifolia

CMI CMI
(pg/mL) (ng/mL)
Compuesto H37Rv Compuesto H37Rv
5-Geranoxi-psoraleno (Ca4) 100-50 | 4-Hexen-3-ona 100-50

5-Geranoxi-7-metoxi )
) >200 3-Metil-3-penten-2-ona >200
cumarina (Ca6)

5,7-Dimetoxi-cumarina (Ca7) >200 Oxido de linalol >200
5,8-Dimetoxi-psoraleno ]

(Cag)t 50-25 Terpinen-4-ol 200
Carvona 200 Geraniol 200
p-Cimeno >200 Citral 100-50
Acido linoléico 100-50 | Formato de geranilo >200
Pinacol >200 | Acido oleico 100
Resorcinol 200 Palmitato de metilo >200
3-Metil-1,2-ciclopentenediona >200 Acido palmiticot 50-25

T El compuesto fue ensayado a una concentracion inicial de 50 ug/mL



TABLA 12

Actividad en contra de cepas resistente de M. tuberculosis de los compuestos identificados
en el extracto hexanico de la cascara de C. aurantifolia

CMI (pg/mL)
Compuesto H10 M15 M26
5-Geranoxi-psoraleno 200 100 100
5,8-Dimetoxi-psoraleno¥ 25* >50 50
Carvona >200 >200 >200
Acido linoléico 100 100 100
Resorcinol 200 100 100
4-Hexen-3-ona >200 >200 >200
Terpinen-4-ol >200 >200 >200
Geraniol >200 >200 >200
Citral >200 >200 200
Acido oléico 100 100 100
Acido palmiticot 50* 50 50

*El ensayo del compuesto fue realizado con cepa resistente M20
1El compuesto fue ensayado a una concentracion inicial de 50 pg/mL

En cuanto a la actividad antituberculosa y de acuerdo a los resultados observados
en las Tablas 11 y 12 podemos decir que la clase de metabolitos secundarios con
actividad en contra de M. tuberculosis H37Rv son principalmente: furanocumarinas:
5-geranoxi-psoraleno (CMI 100-50 ug/mL), 5,8-dimetoxi-psoraleno (CMI 50-25
ug/mL); &cidos grasos: &cido linoléico (CMI 50-100 pg/mL), acido oléico (CMI 100
pg/mL), acido palmitico (CMI 50-25 pg/mL); los terpenos: carvona, terpinen-4-ol y
geraniol con valores de CMI de 200 pg/mL, cada uno; 4-hexen-3-ona y citral con
valores de CMI 100-50 pg/mL y el compuesto fendlico: resorcinol (CMI 200
pug/mL). Sin embargo, solo las furanocumarinas: 5-geranoxi-psoraleno (CMI 100-
200 pg/ml) y 5,8-metoxi-psoraleno (CMI 25 pg/ml) y los acidos grasos: acido

linoléico (CMI 100 pg/ml), acido oléico (CMI 100 pg/ml) y el acido palmitico (CMI



50 pg/ml) son los que presentan actividad en contra de las cepas de M. tuberculosis
resistentes. Esto es de gran importancia debido a la presencia que existe hoy en dia
de cepas multi-farmaco-resistentes, de tal manera que estos compuestos pueden ser
modificados quimicamente para que presenten una mayor actividad en contra de la

bacteria.

En este proyecto fueron ensayados dos psoralenos y dos cumarinas, siendo los
psoralenos (5-geranoxi-psoraleno y 5,8-dimetoxi-psoraleno) activos en contra de la
cepa sensible y las cepas multifarmaco-resistentes de M. tuberculosis. Probablemente
el anillo furanico sea indispensable para la actividad de estos compuestos ya que en
las cumarinas este anillo no se encuentra presente. Es pertinente mencionar que los
psoralenos o furanocumarinas se encuentran distribuidas en distintas familias de
plantas como Apiaceae, Moraceae, Rutaceae y Leguminosae; asimismo, presentan
diferentes actividades biologicas entre las que destacan la capacidad de inactivar
enzimas del citocromo P450 y ademas la habilidad de intercalarse en el ADN y crear
uniones covalentes con los residuos de timina (74). En este sentido, es posible que
éste sea el mecanismo por el cual el 5-geranoxi- y 5,8-dimetoxi-psoraleno inhiban el

crecimiento de M. tuberculosis.

Por otro lado los &cidos grasos también presentaron una buena actividad, el acido
palmitico, un acido graso saturado con 16 carbonos en su estructura, resultd ser el
doble de activo que los acidos linoléico y oléico tanto en la cepa sensible como en las
resistentes. Por lo que podemos inferir que posiblemente las insaturaciones presentes

en los &cidos linoléico y oléico disminuyan la actividad en contra de M. tuberculosis,



asi como también la longitud de la cadena de los acidos, ya que tanto el acido oléico
como el linoléico tienen en su estructura 18 carbonos y diferente grado de
instauracion. Cabe mencionar que existen reportes donde los &cidos grasos presentan
actividad en contra de bacterias como, E. coli, P. aeruginosay S. aureus (75,76), en
este sentido existe un reporte donde el &cido exocérpico, aislado de Exocarpus
latifolius, presentd actividad en contra de M. tuberculosis con una CMI 20 pg/mL

(77).

Como pudimos ver en las figuras 2 y 3 en el Capitulo I, los farmacos
antituberculosos tienen estructuras muy distintas a los metabolitos secundarios
activos en este proyecto, en este sentido existen reportes de moléculas aisladas de
plantas con actividad antituberculosa. Un ejemplo es el trabajo de Camacho y
colaboradores en el 2009, quienes reportaron la actividad antituberculosa de diversos
metabolitos secundarios aislados de diferentes plantas: el alcaloide 6-
metoxidihidrochelirubina, aislado de Bocconia arbérea, presentd una CMI de 12.5
pg/mL contra la cepa H37Rv y tres cepas resistentes. Asimismo, el alcaloide
“liriodenina”, aislado de Stephania dinklagei, present6 una CMI de 3.125 pg/mL en
contra de H37Rv y de 100 pg/mL contra una cepa resistente (78). Por otro lado,
Gordien y colaboradores encontraron que la actividad antituberculosa del extracto
hexanico de Juniperus communis L es debida a un sesquiterpeno identificado como
“longifoleno” y a dos sesquiterpenos caracterizados como “totarol” y acido “trans-
comunico”; sin embargo el “totarol” mostré una mejor actividad en contra de M.
tuberculosis H37Rv (CMI de 73.7 uM) y contra cepas resistentes (79). Asimismo,
Murillo y colaboradores realizaron un estudio biodirigido del extracto crudo de

Haplopappus sonorensis en donde los flavonoides 5-hidroxi-3,7,4’-trimetoxiflavona



y  5,7-dihidroxi-3,4’-dimetoxiflavona  resultaron  ser los  constituyentes
antituberculosos de Haplopappus sonorensis (80). Lo anterior nos indica que las
plantas son una fuente rica de moléculas que pueden ser utilizadas como modelos
moleculares para la sintesis de analogos mas activos en contra de M. tuberculosis y

otras enfermedades.

Es importante mencionar que esta es la primera vez que se reporta la actividad
antituberculosa para los compuestos ensayados en este proyecto. Encontrando un
gran interés en el 5,8-dimetoxi psoraleno y el acido palmitico, ya que el primero
presentd actividad de 50-25 pg/mL contra la cepa H37Rv y de 50 y 25 pg/mL
contra dos cepas resistentes; asimismo, el acido palmitico mostro actividad de 50-25
pg/mL contra la cepa H37Rv y de 50 pg/mL en contra de tres cepas resistentes. Los
resultados encontrados en este proyecto son de gran interés ya que estas moléculas
pueden servir de base para la sintesis de analogos con mayor actividad, de manera tal
que se tendrian mejores farmacos para el tratamiento de la tuberculosis, siendo ideal
una molécula que disminuya el tiempo de tratamiento, disminuya los efectos
adversos, facil administracion y sobre todo que sea eficaz contra las cepas de M.

tuberculosis resistentes a los farmacos ya existentes.



CAPITULO V

CONCLUSIONES

A partir del extracto hexanico de la cascara de C. aurantifolia, se lograron aislar,
purificar y caracterizar estructuralmente por RMN los siguientes compuestos: 5-
geranoxi-psoraleno, 5-geranoxi-7-metoxi-cumarina, 5,7-dimetoxi-cumarina y 5,8-

dimetoxi-psoraleno, y 5-metoxi- psoraleno.

En el extracto hexanico de la c&scara de C. aurantifolia se lograron identificar por
CG/EM, 40 compuestos volatiles, de los cuales nueve son monoterpenos, cinco
sesquiterpenos, cinco cetonas, cuatro alcanos, cuatro cumarinas, tres acidos grasos,

tres alcoholes, dos ésteres, dos éteres, un fenol, un aldehido y una hidroxiacetona.

De los compuestos identificados por CG/EM 22 no han sido reportados en C.
aurantifolia de los cuales el resorcinol, la 4-hexen-3-ona y el &cido oléico

presentaron actividad en contra de M. tuberculosis.

Los compuestos que presentaron actividad en contra de M. tubercolosis H37Rv
fueron el &cido palmitico (CMI 50-25 pg/mL), 5,8-metoxi-psoraleno (CMI 50-25
pug/mL), 5-geranoxi-psoraleno (CMI 100-50 pg/mL), acido linoléico (CMI 100-50
pug/mL), 4-hexen-3-ona (CMI 100-50 pg/mL), citral (CMI 100-50 pg/mL) y acido

oléico (CMI 100 pg/mL).

Los compuestos que resultaron mas activos en contra de las tres cepas

multifarmaco resistentes fueron el 5-geranoxi-psoraleno (CMI 100-200 pg/mL), el



acido linoléico (CMI 100 pg/mL), el acido oléico (CMI 100 pg/mL) y el acido

palmitico (CMI 50 ug/mL).

Los compuestos 5-geranoxi-psoraleno, acido palmitico, acido oléico y acido
linoléico, son moléculas prometedoras para el tratamiento de la tuberculosis ya que
fueron los compuestos activos en contra de M. tuberculosis sensible y tres

multifarmacorresistente.



CAPITULO VI

FUTURAS INVESTIGACIONES

Evaluar en contra de M. tuberculosis los compuestos que no fueron evaludos

y que se identificaron por CG/EM.

Establecer el mecanismo de accion de los compuestos que tuvieron actividad

en contra de M. tuberculosis.

Sintetizar analogos de los compuestos activos con el fin de obtener moléculas

con mayor actividad antituberculosa.
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APENDICE

Espectros de masas de los compuestos identificados del extracto

hexanico de Citrus aurantifolia
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Figura 34. Espectro de masas del compuesto tetrahidro-2-metil-2H-pirano
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Figura 35. Espectro de masas del compuesto 4-hexen-3-ona
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Figura 36. Espectro de masas del compuesto 3-metil-3-penten-2-ona
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Figura 37. Espectro de masas del compuesto 3-hexen-2-ona
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Figura 38. Espectro de masas del compuesto pinacol
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Figura 39. Espectro de masas del compuesto resorcinol
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Figura 40. Espectro de masas del compuesto p-cimeno
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Figura 41. Espectro de masas del compuesto 1-metoxi-ciclohexeno
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Figura 42. Espectro de masas del compuesto 6xido de linalol
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Figura 43. Espectro de masas del compuesto acetato de crisantenilo
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Figura 44. Espectro de masas del compuesto corilon
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Figura 45. Espectro de masas del compuesto terpinen-4-ol
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Figura 46. Espectro de masas del compuesto a-terpineol
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Figura 47. Espectro de masas del compuesto 3-metil-1,2-ciclopentanediona
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Figura 48. Espectro de masas del compuesto carvona

100 69
\74¢\v/m\r;\M,OH
a1
50 .
81
123
55
93 111
Tl |
0 IJIIIII!I!NIIHIH!I !ll!illllHIHE!!I'DIIIIIII 1 ! Hlil !III!HI I!Hl l} I9I III!IIIIHIHPIIIIIII\‘HI\HII!l’!ﬁ%l\\II‘!§I4I-H1\gjl[;‘l?‘%\IIIIII1|I§\%Hul[lllllllllll\HI\H
20 30 40 50 60 70 80 90 1

00 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

Figura 49. Espectro de masas del compuesto geraniol
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Figura 50. Espectro de masas del compuesto citral
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Figura 51. Espectro de masas del compuesto 1,8-dimetil-4-(1-metiletil)-spiro[4,5]dec-6-en-
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Figura 52. Espectro de masas del compuesto formato de geranilo
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Figura 53. Espectro de masas del compuesto acido oléico
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Figura 54. Espectro de masas del compuesto Acetato de (2)-7-metil-8-tetradecenilo
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Figura 55. Espectro de masas del compuesto a-bergamoteno
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Figura 56. Espectro de masas del compuesto trans-a-bisaboleno
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Figura 57. Espectro de masas del compuesto éxido de cariofileno

~ 106 ~




100 119
i
| HOwm,
] 162
91
= 4‘ 147
' 105
43 79 ‘ 134 177
’ } 220
53 6571 || I :H ’ i%
0 III2.I7III|IfI I|I!I‘II]||I||lllllll:{|lll|fll |III!I!|'III! HI{X‘HIIIWMAIILIH"I.{I!VJY!4II-I!I:III||‘;IIVII ?2|7|I2I4I()l ‘?ISSII
20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 20 240 260
Figura 58. Espectro de masas del compuesto espatulenol
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Figura 59. Espectro de masas del compuesto 7-metoxi-cumarina
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Figura 60. Espectro de masas del compuesto 1-heptatriacotanol
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Figura 61. Espectro de masas del compuesto trans-fitol
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Figura 62. Espectro de masas del compuesto versalido
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Figura 63. Espectro de masas del compuesto palmitato de metilo
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Figura 64. Espectro de masas del compuesto &cido palmitico
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Figura 65. Espectro de masas del compuesto 5,7-dimetoxi-cumarina
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Figura 66. Espectro de masas del compuesto 5-metoxi-psoraleno
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Figura 67. Espectro de masas del compuesto acido linoléico
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Figura 68. Espectro de masas del compuesto tricosano
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Figura 69. Espectro de masas del compuesto 5,8-dimetoxi-psoraleno
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Figura 70. Espectro de masas del compuesto pentacosano
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Figura 71. Espectro de masas del compuesto tetracosanal
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Figura 72. Espectro de masas del compuesto octacosano
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Figura 73. Espectro de masas del compuesto nonacosano
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