






























































Capitulo |

Tabla 1. Casos reportados de enfermedad de Chagas en México de 1991 a 2002 (Instituto
Nacional A= Ralnd Pablica, 2003).

ANO Etapa clunca
Croénica

1991 4
1992
1993 4
1994 11 2
1995 <5 10
1996 27 5
1997 26 0
1998 | 19 4
1999 28 21
2000 17 7
2001 7 4
2002 7 0

stal 201 63
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Capitulo 1]

Tabla 4. Compu os naturales reportados de Clusia flava.

nbre Tipo de Estructura A ridad Referencia
compuesto
Acetato de isoamilo ter n CHj; Caracteristico olor a platano jueira et al., 2001
7 \0
3-metil-4-heptanona Cetona /\/(L?\(\ Caracteristico olor a platano Nogueira et al., 2001
CHj
Decano Alcano NN NN Al crobiana 1 Wang ,2 0 ,
9
Undecano Alcano NN TN TN Antimicrobia Wang et al., 2011
Tndecano Alcano AN TSNS icrobiana; irritacién dérmica Wang et al., 2011; Muhammad et al.,
2005
Pentadecano Alcano AN TN Antimicrobiana Xiangwei ef al., 2006
a-Copaeno Sesquiterpeno Feromona para orden Diptera Shelly, 2001
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Capitulo Il

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 PREPARACION DEL MATL... L VEGETAL

El peso tal de las hojas secas obtel as de C. flava fue de 1,437.7 g. A partir de este
material se realiz6é la extraccién con metanol obteniéndose un extracto metandlico de
color oscuro muy viscoso y con un peso de 365.7 g. Este extracto metanélico se sometio
a una serie de particiones con hex 0, diclorometano y acetato de etilo, obteniéndose
fracciones con rendimientos variad (Tabla 5). Se obtuvo un mayor rendimiento de la
fraccion diclorometanica. La fracci m: activa contra T. cruzi (Capitulo 1il) fue la
fraccion hexanica, la cual present6 el menor 1dimiento de todas las fracciones, con un
12.91%.

Tabla 5. Rendimiento de los extractos de Clusia flava.

Material Peso (g) Rendimiento (%)
Extracto metandlico (CFH-1a) 365.7 25.44
Fraccién hexanica (CFH-2a) 47.2 12.91*
Fraccién diclorometanica (CFH-2b) 125.5 34.32*
Fraccion de acetato de etilo (CFH-2¢) 58.8 16.08**
Fraccion acuosa (CFH-2d) 83.05 2271

*Porcentaje basado en el peso . lash s secas
**Porcentaje basado en el peso d  2xtracto metandlico

3.2 FRACCIONAMIENTO L TRACTOS ACTIVOS POR CROMATOGRAFIA

LIQUIDA AL VACIO (CLV)
Se realizaron placas cromatograficas extracto CFH-2a que result6 mas activo en el

bioensayo de inhibicién (Capitulo Ill) para establecer el sistema a emplear en la
cromatografia liquida al vacio. En  Figura 10 se observan los sistemas eluidos en placa
de CCD.
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Capitulo Il

CFH-3d

CFH-3e

CFH-3f

CFH-3g

CFH-3h

CFH-3i

CFH-3j

0.9262

1.8264

3.7961

0.2304

0.3297

0.5737

2.5626

42






Capitulo If

7A

7B

10

1

12

13

14A

14B

15

16

Hx/CH2Cl2 (200:50)
Hx/CH2Cl2 (175:75)
Hx/CH:Cl2 (150:100)
Hx/CH2Cl2 (125:125)
Hx/CH2Clo/Ar - 25 5:10)
Hx/CH2Cla/An (125:115:10)
Hx/CH2Clz/An (75:165:10)
Hx/ Cl/An (25:2 10)
¢ Cl/A 240:10)
CH2Cl2/An (200:50)
CH2Cl2/An (150:100)
CHzCl2/An (100:150)
An
An
Ar (125:125)

EtOH

CFH-3d 1.811
CFH-3e 3.8703
CFH-3f 7.1029
o A-3g 0.8007
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Capitulo Il

Figura 18. Espectro de  N-'H de escualeno (CFH-3b1b); 600 MHz, CDCla.

En el cromatograma de CI  b1a se observa otro pico predominante con un Tr de 5.851
minutos; el patrén de fragmentac | del espectro de masas de este pico (Figura 19) fue
comparado con la base de datos NIST y se encol... ) similitud de 95% con el compuesto

nombrado como 1,6-dimetil- (-1 aftaleno (Figura 20), compuesto que no habia
sido reportado en C. flava y por anriquece el conocimiento fitoquimico de esta
planta.
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Capitulo I1

Figura 24. Espectro de RMN > del compuesto CFH-22b1; 150 MHz, CDCla.

Tabla 8. Comparacién de sefiales de carbono de betulina y CFH-22b1-1 (datos en ppm).

Carbono c b 2b141 Betulina (Kuo-Ching et
al., 2004)
1 7 38.4
2 279 271
3 79.0 78.8
4 38.8 386
5 55.3 55.0
6 18.2 18.1
7 37.0 34.0
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Capitulo Il

Figura 37. Espectro de RMN-'3C de a- y B-amirina (CFH-37b1); 150 MHz, CDCls.

Tabla 9. Comparacién de sefiales += carh~no de a-amirina y f-amirina (datos en ppmy.

c a-amirina a-aminna (da B-amirina @-amirina(da
Paz-Lima et al., Paz-Lima et al.,

2004) 2004)

1 38.7 38.7 38.6 38.7

2 27.2 27.2 27.3 27.3

3 78.9 78.3 79.0 79.0

4 38.8 38.7 38.8 38.8

5 55.2 | 55.2 5§5.3 55.3

6 18.3 18.3 18.4 18.5

7 32.9 3z 32.6 32.8
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Capitulo IV

CAPITULO IV. CONCLUSIONES GENERALES
1. DISCUSION Y CONCLUSIONES GENERALES

Clusia flava presenta actividad antiprotozoaria contra Trypanosoma cruzi. El extracto
metandlico presenta un ICso aceptable a las 72 h de 62.10 pg/mL, siendo una actividad
prometedora ya que da pauta a que conforme se vaya fraccionando el ICso va a ir
disminuyendo, por lo tanto serdn mas activas las fracciones y compuestos. Una vez que
se fracciond el extracto metandlico se pudo observar que la actividad tripanocida esta
presente en la fraccion hexanica (CFH-2a), la cual presentd un [Cso de 15.33 pg/mL a las
72 h por lo que esta fraccion contiene los metabolitos mas activos contra 7. cruzi.

La fraccion hexanica (CFH-2a) se purificé hasta 10 fracciones, de las cuales las
fracciones CFH-3a y CFH-3b resultaron mas activas a las 48 h a una concentracion de
500 pg/mL (porcentaje de inhibicién de 100%). De estas dos fracciones se determin6 a
CFH-3b como la mas activa a las 48 h a una concentraciéon de 100 yg/mL (porcentaje de
inhibicién de 62.01%). En la fraccién CFH-3b se encontré un compuesto relativamente
puro, el escualeno (CFH-3b1b), el cual presentdé una actividad alta con un 1Cso de 9.7
pg/mL contra la cepa Z17; al repetir el bioensayo contra T. cruzi, se observ6 una actividad
del escualeno de 14.17 ug/mL, la cual se considera como actividad media. Se repiti6 el
bioensayo utilizando un estandar de escualeno contra la cepa H1 de T. cruzi dando una
actividad baja con un ICs de 78.60 pg/mL, debido a esto se deduce que la actividad
observada del escualeno obtenido en este trabajo fue potencializado por la presencia de
un compuesto traza, 1,6-dimetil-4-(1-metiletil)-naftaleno, el cual podria estar ayudando a
la actividad del escualeno; este compuesto no habia sido reportado en C. flava por lo que
forma parte del enriquecimiento del conocimiento fitoquimico de la planta.

Los demas metabolitos encontrados en las hojas de C. flava no han sido reportados en la
literatura, por lo que dicho estudio enriquece el conocimiento fitoquimico de la planta.
Entre estos compuestos se encuentran la a- y p-amirina (CFH-37b1), B-sitosterol (CFH-
24d1), acido hexadecanoico (CFH-41d1), un triterpeno de tipo lupano (CFH-22b1-1) y la
propuesta de un compuesto con clave CFH-22b1-2. Dichos compuestos también
presentan una actividad moderada contra T. cruzi, teniendo mas actividad CFH-22b1 y el
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Probar la actividad de la fraccién hexanica contra el parasito Leishmania
mexicana.
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