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Abstract

ABSTRACT

Leishmaniasis is the collective name of the zoonosis that gives rise to a large number of
clinical syndromes. Localized cutaneous leishmaniasis in Mexico, commonly known as
"the chiclero ulcer", is the primary leishmaniasis present in the southern part of the
Yucatan peninsula. Nowadays antimony salts are used to treat leishmaniasis that are little
effective and toxic to the liver, for which some Leishmania strains are resistant and in

some cases prolonged treatment is required.

Therefore in the search for new therapies against Leishmania mexicana, based on a non-
toxic, accessible and low-cost natural product, with fewer side effects, the plant Dorstenia
contrajerva was chosen based on its previous studies and its traditional uses, as a target
to look for secondary metabolites with biological activity against of L. mexicana
promastigotes.

The roots of D. contrajerva were subjected to a maceration with methanol, following of a
liquid-liquid partitioning with solvents from lower to higher polarity. Subsequently through
chromatographic techniques | twas carried out the isolation of metabolites of the hexane
fraction which was the most active, in the in vitro bioassay against L. mexicana
promastigotes.

As a result seven compounds were purified. Compound 1 was identified as squalene
through analysis of gas chromatography coupled to mass spectrometry, which proved to
be not active. Compound 2 was identified as psoralen by comparison of their
spectroscopic data with the literature. This furanocoumarina presented a moderate activity.
Compound 3, was identified as 4-[[-3-(4,5-dihydro-5,5-dimethyl-4-oxo-2-furanyl)butyl]oxy]-
7H-furo[3,2-g] [1]benzopyran-7-one) according to the analysis of its spectroscopic data.
This compound proved to be not active. Compound 4 was identified as contrajervatriol.
Compound 5 was identified as 1-O-linolenoil-2-O-estearoil-3-O-B-D-galactopiranosil
glicerol. Compound 6 has not been identified. Finally, compound 7 was identified as y-
sitosterol according to its analysis by gas chromatography coupled to mass spectrometry,
which was proved not to be active in the bioassay against L. mexicana.
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La informacién respecto al uso de plantas en la medicina tradicionat ha sido de un interés
considerable para la adquisicién de nuevos y mejores productos farmacéuticos. Se estima
que cerca del 90% de todas las especies de plantas todavia no se han estudiado para
determinar su potencial como agentes leishmanicidas (Getti et al., 2009).

México es reconocido por poseer una biodiversidad muy rica y sin explorar, que incluye
mas de 20,000 especies de plantas, de éstas 7,000 son de uso comun en la practica de la
medicina tradicional, con 800 de ellas reconocidas como plantas medicinales en la
peninsula de Yucatan. Sin embargo, menos del 2% de las especies de plantas
clasificadas como medicinales han sido examinadas desde una perspectiva fitoquimica o
farmacolégica (Getti et al., 2009).

En un estudio realizado por Peraza-Sanchez et al. (2007) se reporta que el extracto
metanélico de Dorstenia contrajerva mostraba buena actividad contra promastigotes de L.
mexicana.

Dorstenia contrajerva es una planta de la familia Moraceae, que se encuentra en areas
tropicales y subtropicales. Varias partes de ella han sido utilizadas en la medicina
tradicional para reducir la fiebre, tratar resfriados, diarrea y mordeduras de serpientes, y
sus reportes de actividad biolégica se han atribuido a cumarinas, chalconas, flavonas y
flavononas (Abegaz et al., 2000).

Teniendo en cuenta las propiedades evaluadas de D. contrajerva y su potencial como un
agente quimioterapéutico, en esta investigacidon se efectué el estudio de la planta
realizando una purificacion de metabolitos secundarios de manera biodirigida con el
objetivo de aislar y elucidar compuestos con actividad leishmanicida.

2. ANTECEDENTES
2.1. Leishmaniosis

La leishmaniosis es un grupo de enfermedades producidas por parasitos protozoarios
pertenecientes al género Leishmania. La leishmaniosis es una zoonosis transmitida por
insectos dipteros de los géneros Phlebotomus (Europa, Norte de Africa, Medio Oriente,
Asia y parte de Sudamérica) y Lutzomyia (desde Estados Unidos hasta norte de
Argentina) (Gamboa, 2009 y Vera-lzaguirre, 2006).
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sodico (EGS, Pentostam®) y el antimoniato de meglumina (AM, Glucantime®). Los
compuestos de antimonio pentavalente no pueden administrarse por via oral y los
problemas que presentan son su costo, toxicidad como: vomitos, diarreas, mareos,
arritmias cardfacas, anemia, >mbocitopenia y el desarrollo de farmacorresistencia (Diaz
et al., 2012). Estas drogas estan contraindicadas durante el embarazo y no deben ser
utiizadas en pacientes que presenten problemas cardiacos, hepaticos, renales o
pancreaticos (Gamboa 2009).

Las drogas conocidas de segunda linea son la anfotericina B y la pentamidina. Ambas son
mas toxicas que los antimoniales y por eso se requiere que su uso sea intrahospitalario
(Gamboa 2009).

La pentamidina es una diamina aromatica y es toxica para numerosos protozoos y
hongos. Es usada como una alternativa a los antimoniales pentavalentes (Blum et al.,
2004). Dado a sus importantes efectos adversos como son el dafio al pancreas, rifién y
médula 6sea es un farmaco que esta siendo abandonado para su uso (Diaz et al., 2012).

La anfotericina B es un agente antifingico que es activo contra diferentes tipos de
es es de leishmania. Es un medicamento de uso limitado por sus serios efectos
adversos y secundarios como hiperpirexia, malestar severo, hipotension, trombofiebitis,
azotemia, dafio tubular renal, hipocaliemia, anemia y hepatitis (Gamboa 2009).

Existen otros farmacos que han sido ut..__.dos como alternativas, entre ellos la miltefosina
oral que es activa contra la membrana de | hmania de la mayoria de las especies. Entre
sus efectos adversos estan vémitos, nauseas y diarreas. Los antifingicos azoles como el
ketoconazol, itraconaz y el mas reciente fluconazol se han empleado como tratamiento
alternativo para la leishmaniosis cutdnea del Viejo Mundo. Se ha demostrado que el
alopurinol inhibe el crecimiento de leishmania in vitro y se ha sugerido como posible
agente terapéutico. La pentoxifilina oral tiene efectos anti-leishmania y disminuye la
reaccién inflamatoria y el dafio tisular \_.az et al., 2012; Murray, 2004).

En la busqueda de tratamientos alternativos surgen los llamados tradicionales que
implementan el uso de hierbas medicinales que han sido empleadas en zonas donde el
acceso a otras medicinas es m  dificil. Por lo tanto, la medicina tradicional es usada en
los tratamientos de  eishmaniosis utilizando generalmente plantas nativas. . método de
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contrajerva var. tenuiloba; y aquella con lobos atenuados hacia la base son D. contrajerva

var. contrajerva (Stevens et al., 2001).

Figura 1.8. Hojas de Dorstenia contrajerva.
2.3.2. Distribucion geografica de Dorstenia contrajerva

Dorstenia contrajerva L. es una hierba nativa en matorrales himedos y los bosques del
sur de México a Venezuela y Perd, y menos difundida en el sur de las Antillas de Puerto
Rico, Guatemala, Panama y Costa Rica (Gupta, 1995; Orellana, 1987). En América
Tropical y Africa se encuentran especies, y en México se encuentran nueve
(http:/Iwww.cicy. mx/sitios/flora).

En México D. contrajerva se encuentra distribuida en Chiapas, Guerrero, Nayarit, Puebla,
San Luis Potosi, Tabasco, Veracruz y Yucatan. Su distribucién en la peninsula de

Yucatan se muestra en la Figura 1 'Flora digital: Peninsula de Yucatan, 2010).

— -

Figura 1.9. Distribucion geogréfica de D. contrajerva L. en la peninsula de Yucatan.
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CAPITULO Il

Aislamiento y purificacion de metabolitos secundarios de Dorstenia
contrajerva presentes en las fracciones activas contra promastigotes de

Leishmania mexicana
2.1. Introduccion

El analisis fitoquimico permite el estudio de todas las sustancias que hay en un extracto
vegetal. Por lo tanto el proceso de aislamiento y purificacion de metabolitos secundarios
consta de una serie de procesos que comprende desde las operaciones de molienda,
extraccion, concentracién, purificacién y secado, asi como métodos cromatograficos que
facilitan la separacion, identificacion y determinacién de compuestos.

En este capitulo se describen los métodos de obtencion del extracto metandlico y de las
fracciones de diferente polaridad de las raices de D. contrajerva asi como la purificacién e
identificaciébn mediante métodos espectroscépicos y espectrométricos de los metabolitos
secundarios de la fraccién que presenté mayor actividad leishmanicida.

2.2. Materiales y métodos
2.2.1. Materiales en general

Los disolventes utilizados fueron de grado industrial, destilados en el laboratorio, grado
reactivo y de diferentes polaridades.

El proceso de secado del extracto, particiones y fracciones se llevd a cabo en un
evaporador rotatorio Bichi (Re 111) con bafio maria a 40 °C, hasta reducir a un volumen

minimo.

Para el proceso de fraccionamiento de los extractos se emplearon diferentes técnicas
cromatograficas. cromatografia liquida al vacio (CLV), cromatografia de columna por
gravedad (CCG), cromatografia de columna flash (CCF), cromatografia de capa delgada
preparativa (CCP) y el monitoreo de la purificacion se hizo por cromatografia de capa
delgada (CCD) de gel de silice 60F ;54 de la marca Merck.







Capitulo Il

. ___  _______ _ _______ __ ___ ___ _____ __ _ _

(9.5:0.5) y Hx:An (8:2), por medio de una bomba con un flujo de 1 pulgada/min. Se
recolectaron 150 fracciones, se monitorearon por CCD y se agruparon las que tenian
composicién similar en quince fracciones marcadas como DCR-11a hasta DCR-11A. De la
fraccion DCR-11k mediante precipitacion se purific6 16.9 mg de un soélido blanco
denominado compuesto 2 (Figura 2.3) y su pureza fue seguida mediante CCD observada
bajo luz UV de onda corta, onda larga y revelada con acido fosfomolibdico.

Compuesto 2 (Psoraleno): C;/H¢Oj; soélido color blanco, Rf= 0.3 en sistema
Hx:AcOEt:MeOH (8:1.3:0.2). CG-EM tg = 5.62 min, m/z: 186.0 [M*], 158.1, 102.1, 87.0,
76.0, 63.0, 51.1. RMN-"H (600 MHz, CDCls) § 6.37 (1H, d, J = 9.6 Hz, H-3), 6.82 (1H, dd, J
=25y 1.0 Hz, H-3), 7.46 (1H, s, H-8), 7.67 (1H, s, H-5), 7.79 (1H, d, J = 9.6 Hz, H-4),
7.89 (1H, d, J = 2.4 Hz, H-2'). RMN-"*C (150 MHz, CDCl;) 8. 99.8 (C-8), 106.3 (C-3"),
114.6 (C-3), 115.3 (C-10), 119.8 (C-5), 124.8 (C-6), 144.0 (C-4), 146.8 (C-2’), 152.0 (C-9),
156.3 (C-7), 160.9 (C-2).

2.5.3. Aislamiento del compuesto 3

La fraccién DCR-3f fue sometida a una columna flash; 3.1 g se disolvieron en un volumen
minimo de CH,Cl, y luego se mezcld con 4.6 g de gel de silice (70-230 mesh, 60A) para
preparar la cabeza. La columna de 5.0 cm de didmetro se empacd con gel de silice (230-
400 mesh) hasta una altura de 30.0 cm y eluida con una mezcla de disolventes Hx:An
(9.5:0.5) y Hx:An (6:1). Se recolectaron 178 fracciones, se monitorearon por CCD y se
agruparon las que tenian composicion similar en doce fracciones marcadas como DCR-
16a hasta DCR-16l.

De la fraccién DCR-16i, 209.2 mg se utilizaron en una columna de Sephadex LH-20 y
eluida con una mezcla de disolventes CH,Cl,:MeOH (1:1). Se recolectaron 40 fracciones
las cuales fueron agrupadas en cinco fracciones con base en su similitud por medio de
CCD y fueron marcadas como DCR-18a hasta DCR-18e. De la fracciéon DCR-18b se
obtuvieron 66.1 mg de un sélido color bianco, que fue purificado mediante precipitacién
con MeOH y su pureza fue seguida mediante CCD observada bajo luz UV de onda corta y
onda larga e impregnada con el revelador acido fosfomolibdico, el cual se denominé
compuesto 3 (Figura 2.3).
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Figura 2.18. kspectro de masas del compuesto 4-[[3-(4,5-dihidro-5,5-dimetil-4-oxo-2-

fura |, butil]oxi]-7H-furo[3,2-g][1]benzopiran-7-ona (compuesto 3).

La estructura base del compuesto 3 fue ribuida a una furanocumarina lineal con un
esqueleto base de psoraleno sustituido en C-5 (Figura 2.19).

0
7 2 9707270
Figura 2.19. Esqueleto base  psoraleno sustituido en C-5 del compuesto 3.

El espectro de RMN-">C mostré 20 sefiales (Figura 2.20), de las cuales nueve son
carbonos cuaternarios a 5¢c 207.0, 193.9, 160.9, 158.1, 152.6, 148.4, 133.4, 106.8 y 88.6;
siete sefiales de carbonos terciarios a 5c 145.0, 138.9, 112.8, 104.7, 100.1, 94.3 y 32 .4,
también dos sefiales de metilenos a 5¢ 70.2 y 34.2; y dos sefiales de metilos a &¢ 22.8
(2x)y 17.8.

La sefal cuaternaria con un desplazamiento quimico a dc 160.9 es caracteristica de un
carbono de carbonilo a,B-insaturado y se asigné a C-2. Las sefiales a 5c 158.1 y 148.4
corresponden a carbonos aromaticos oxigenados y se asignaron a C-7 y C-9,
respectivamente. La sefial a 8¢ 152.6 se asignd al carbono C-5 el cual estd unido a un
atomo de oxigeno (C-0O).
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Tabla 2.6. Datos espectroscépicos de RMN-"*C del contrajervatriol (compuesto 4) en

metanol-d4.
Posicibn &  Carbono 5'H (J (Hz)) HMBC
2 158.4 C-0 - -
3 102.2 CH 6.19 (1H, s) C-9,C-4,C-2
4 147.6 C-0 - -
5 102.9 CH 6.73 (1H, d, 1.0) C-7,C-8,C-4
6 118.0 C - -
7 142.9 C-0 - -
8 146.1 C-0 - -
9 124.2 C - -
10 33.6 CH, 3.88 (2H, s) C-3,C-5, C-6, C-1,
C-2
1 129.2 C - -
2 114.8 CH 6.70 (1H, d, 1.1) c-6, C-1,C-3,C-4,C-
10
5 115.5 CH 6.69 (1H, d, 7.9, 1.8) C-6',C-1",C-3',C-4°
4 143.5 c-0 - -
5 144 8 C-0 - -
6’ 119.7 CH 6.59 (1H, dd, 8.1, 1.8) C-5,C-4', C-10
7 22.9 CH, 3.50 (2H, d, 7.2) c-6, C-C-8", C-9, C-7,
C-4
8 122.0 C 5: (1H,m, 7.3, 1.3) C-10, C-171’
o 131.2 C - -
10’ 16.5 CH, 1.75 (3H, s) c-11’, C-8,C-9’
11 24.4 CHs 1.63 (3H, s) C-10", C-8, C-9'
7-OCH,  60.1 3.76 (3H, d, 1.3) c-7

s = singulete, d = doblete, dd = doble de dobles, m = multiplete
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Tabla 2.9. Datos espectroscopicos de RMN-"C y 'H del compuesto 6 en acetona-ds.

5°C__ Carbono 5'H (J (Hz)) HMBC

1826  C=0 - -

161.8  C-O - -

158.7  C-O - -

1570  C-O - -

1300  C-H 7.72 (1H, dd, 8.7, 2.9) 158.7, 161.8

1281  C-H 561 (1H, dd, 10.0, 2.9) 104.8,77.7, 27.4

1149  C-H 6.53 (1H, dd, 10.0, 2.6) 158.7,77.7

109.6 o - -

1081  C-H 6.42 (1H, dd, 8.5, 2.3) 103.4, 109.6

1075  C-H 7.00 (1H, dd, 2.7) 104.8, 109.6, 161.8

104.8 C - -

1034  C-H 6.48 (1H, s) 108.1, 109.6, 158.7,
161.8

945  C-H 6.31 (1H, d, 2.4) 104.8, 157.0, 158.7

77.7 o - -

27.4  CH, 1.33 (3H, d, 2.9) 27.4,77.7,128.1

274  CHs 1.33 (3H, d, 2.9) 27.4,77.7,128.1

A pesar de tener los datos espectroscopicos de RMN-'H, RMN-"°C y el experimento

HMBC no se pudo determinar la estructura del compuesto 6, sin embargo, se puede inferir

que la base del compuesto pudiera ser de un flavonoide tipo prenilado por algunas de las

sefiales caracteristicas observadas, por lo que es necesario continuar con su

identificacion.

83









Capitulo Il

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Balestrin, L., J. Gaspari, O. Gomes, D. Dall'Stella y M. Dalllarmi (2008). Contribuicao ao
estudo »quimico de Dorstenia multiformis Miquel (Moraceae) com abordagem em
actividade antioxidante. Brazilian Journal of Pharmacognosy, 18, 230-235.

Caceres, A, L. Rastrelli, F. de Simone, G. de Martino, C. Saturnino, P. Saturnino y R.
Aquino (2001). Furanocoumarins from the aerial parts of Dorstenia contrajerva.
Fitoterapia, 72, 376-381.

Chwan-Fwu, L., H. Yu-Ling, C. Mei-Yin, S. Shuenn-Jyi y C. Chien-Chih (2007). Analysis of
bakuchiol, psoralen and angelicin in crude drugs and commercial concentrated
products of Fructus psoraleae. Journal of Food and Drug Analysis, 15, 433-437.

Chunyan, C., B. Shi, P. | g, J. Li y I. Yoichiro. (2009). Isolation and purification of
psoralen and bergapten from Ficus carica L. leaves by high-speed countercurrent
chromatography. Journal of Liquid Chromatography & Related Technologies, 32,
136-143.

Fernandes, P. y J. Cabral (2007). Phytosterols: applications and recovery methods.
Bioresource Technology, 98, 2335-2350.

Fierro, A., Y. Vasquez, M. Reyes-Parada, S. Sepulveda-Boza (2004). Determinacion
cuantitativa del B-sitosterol presente en vegeta de la dieta. Posibles implicancias
para su uso preventivo en poblaciones susceptibles. Clinica y Ciencia, 02, 43-48.

Huang, Z., Y. Lin y J. Fang (2009). Biological and pharmacological activities of squalene
and related compounds: >tential uses in cosmetic dermatology. Molecules, 14,
540-554.

Jung, K., C. Young-Won, K. Young y K. Jinwoond (2005). Potentially hepatoprotective
glycolipid constituents  Lycium chinense fruits. Archival Pharmaceutical Research,
28, 1381-1385.

Ka , M. (1990). Glycolipids, phosph  ycolipids, and sulfoglycolipids, In: M. Kates (ed).
Plenum Press. New York. . 1-122 y pp235-320.

86









Capitulo Il

CAPITULO I

Actividad contra promastigotes de L. mexicana del extracto metandlico y
compuestos aislados de las raices de D. contrajerva

3.1. Introduccién

Las plantas cuentan con una extensa fuente de nuevos productos naturales y de nuevos
tipos de estructuras, por lo tanto el factor crucial para el éxito final de una investigacion
que permita obtener los constituyentes bioactivos de las plantas es el eficiente analisis
quimico y biolégico del extracto seleccionado para la investigacién. Dicho esto, para llegar
a la deteccion o purificacion de los compuestos activos del extracto de D. contrajerva es
esencial guiar el aislamiento con el bioensayo de promastigotes de L. mexicana, todo con
el fin de que las fracciones que muestran una mejor actividad se continten estudiando
para realizar un mayor fraccionamiento quimico hasta obtener la purificacién de la
sustancia activa.

3.2. Materiales y métodos

3.3. Bioensayo de inhibicién de crecimiento de promastigotes de Leishmania

mexicana
3.3.1. Material biolégico

La determinacion de la actividad leishmanicida se obtuvo mediante un bioensayo de
inhibicion de crecimiento de promastigotes (Martin, 2009). Se utilizé la cepa (LV4)
MNYC/B2/62/M379 de promastigotes de Leishmania mexicana.

Inicialmente los promastigotes se cultivaron en medio TC199, con 10% de suero fetal
bovino (SFB) con un pH de 7.4, a 26 °C durante seis dias para obtener su forma
infectante (promastigotes metaciclicos). Transcurridos los seis dias se prosiguié a lavar
los promastigotes con medio RPMI-1640 con una disolucién de P/S (100 ug/mL de
estreptomicina, 100 U/mL de penicilina, 20 mM de piruvato de sodio, 5 x 10° M de 2-
mercaptoetanol, 100 mM de L-glutamina y 1 g/Lde bicarbonato de sodio) y se
centrifugaron a 850 g (tres ocasiones) durante 10 min. Se eliminé el sobrenadante,
quedando un boton de parasitos como sedimento, al cual se le llevé hasta 1 mL de medio
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Tres controles fueron utilizados, un control de inhibicién de crecimiento (anfotericina B, 1
pg/mL), un control de falsos negativos (disolucién de parasitos, DMSO, medio RPMI-1640
(SFB 10% y P/S) y un control de crecimiento (disolucion de parasitos y medio RPMI-1640
(SFB 10% y P/S).

Para la preparacién de la microplaca, se tomaron 100 uL de medio con promastigotes a
una concentracion de 1 x 10° parasitos/mL o 1 x 10° parasitos/100 uL; esta suspension
fue colocada en los pozos adicionando 100 pL de cada disolucién, respectivamente, asi
como las disoluciones de cada control, todo se realizé por triplicado, incubandose a 26 °C
durante seis dias.

Después de los seis dias, se determiné la posible actividad leishmanicida de las
fracciones vegetales por conteo de promastigotes viables en cada uno de los pozos
mediante una camara de Neubauer.

Para el extracto metanélico se determiné el porcentaje de inhibiciéon de crecimiento de los
parasitos al 50% (Clso) y para las fracciones sélo se determind el porcentaje de inhibicion
a una sola concentracion.

Para determinar el porcentaje de inhibicién, el nimero de parasitos contados en presencia
de las diferentes disoluciones de las fracciones y compuestos puros fue comparado con el
numero de los pardsitos presentes en el control de crecimiento, usando la siguiente

férmula:

Porcentaje de inhibicién de crecimiento = 100 — (promedio de promastigotes vivos en las
disoluciones / promedio de promastigotes vivos en el control de crecimiento) x 100.

La Cls se obtuvo mediante el programa estadistico GraphPad Prism 6. Los resultados se
reportaron como porcentaje de inhibicién de crecimiento y como su Clsp, segun sea el

caso.
3.3.3. Curva de crecimiento

Se realizé una curva de crecimiento siguiendo la metodologia antes descrita, con el fin de
corroborar que la fase 6ptima a la cual se realizaria el bioensayo es al sexto dia de
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3.6. Actividad leishmanicida de metabc ...os aislados de D. contrajerva

Se evaluaron un total de 3te compuestos procedentes de la fraccion hexanica la cual
resulté con la mejor actividad. Los resultados de las concentraciones inhibitorias al 50%
de los compuestos se puede observar en la Tabla 3.2,

Tabla 3.2. Actividad leishmanicida de los metabolitos aislados

1 NA
7.7
NA

2

3

4 334
5 23
6 21
7 NA
Anfotericina B 1.0

NA. No activo

Se obtuvieron tres metabolitos activos los compuestos 2, 5 y 6 y uno moderadamente
activo el compuesto 4. Los compuestos 5 y 6 son los que presentaron mejor actividad si
se comparan con el farmaco anfotericina B.

El psoraleno (compuesto 2) presenté un Clso = 7.7 pg/mL considerado como activo a
pesar de estar un poco alejado del valor que presenta la anfotericina B (1.0 pg/mL). Por
otra parte, el compuesto 3 (5-[3-(4,5-dihidro-5,5-dimetil-4-oxo-2-furanil) butiloxi]-7H-furo
[3,2-g] [1] benzopiran-7-ona) no present6 actividad, lo cual resulta interesante dado que
este compuesto solo es diferente al compuesto 2 al presentar un sustituyente
monoterpénico en C-5 que integra para 15 protones. Tal hecho permite afirmar que la
inhibicion es nula debido alap 2ncia« este sustituyente. Cabe mencionar que los dos
compuestos no han sido evaluados con anterioridad contra alguna actividad protozoaria,

por lo que este seria el primer reporte en promastigotes de L. mexicana.
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reconocimiento celular, adhesion celular  otros fendmenos de membrana, por lo gque su
actividad puede estar atribui 1 estas caracteristicas. Adicio mente, los acidos grasos
insaturados aportan mas fluideza membrana ya que contiene C=C ademas de C-C. Se
ha reportado en la literatura que c.._te una relar 1 importante entre la hidrofilicidad
lipofilica y la actividad anti-par.....aria + los farmacos, por ejemplo se describe que el
aumento de solul lad en el agua o usando drogas anfifilicos catiénicos tienden
&-..1entar la actividad anti-leishmaniasis y la actividad anti-malaria (Sousa et al., 2011).
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CAPITULO IV
DISCUSION Y CONCLUSIONES GENERALES
4.1. Discusién general

En el presente trabajo se estudié el extracto metanélico obtenido de las raices de
Dorstenia contrajerva, el cual resulté ser activo con Cls, = 30.2 ug/mL contra
promastigotes de Leishmania mexicana, lo cual permite corroborar lo reportado por
Peraza-Sanchez et al. (2007). Dicho extracto fue fraccionado por particion liquido-liquido
con hexano, diclorometano y acetato de etilo. Cada una de las fracciones obtenidas fue
sometida al bioensayo de inhibicién de promastigotes de L. mexicana con el fin de ubicar
la actividad bioldgica para posteriormente continuar con su fraccionamiento con las
diferentes técnicas de cromatografia en columna hasta obtener los metabolitos puros.
Finalmente, los compuestos puros obtenidos fueron elucidados mediante la obtencién y
andlisis de datos espectroscépicos.

La fraccion hexanica resultante de la particion cromatogréfica del extracto metandlico
resulté altamente activa con Clso = 5.92 ug/mL segtn el criterio de Lima et al. (2012), asi
mismo, se continué con su fraccionamiento del cual se obtuvieron cinco fracciones activas
(DCR-3a, DCR-3d, DCR-3f, DCR-3g y DCR-3h) con un porcentaje de inhibicién por
encima del 80%.

De la purificaciéon de las fracciones activas se aislaron siete compuestos. De la fraccién
DCR-3a se purificd escualeno (compuesto 1), el cual fue identificado por medio de su
comparacion de fragmentacion con la base de datos NIST y corroborado con lo reportado
por Oyugi et al. (2011). Este compuesto resulté inactivo contra promastigotes de L.
mexicana. De la fraccién DCR-3d se purificé un compuesto tipo furanocumarina que fue
identificado como psoraleno (compuesto 2) de acuerdo con las sefiales observadas en los
espectros de RMN tanto de protén como de carbono, asi como por medio de su
comparacién por lo reportado por Chunyan et al. (2009). Este compuesto presentoé una
actividad moderada si se compara con los derivados del psoraleno, donde el bergaptol
obtuvo una actividad mayor debido a la adicién de un hidroxilo en el carbono 5 de la
furanocumarina. Por otra parte, la conformacién de la furanocumarina lineal en el caso de
psoraleno y angular en el caso de angelicina también afecta su actividad, siendo mas
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