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|. ABSTRACT

Many of the inflammatory diseases are becoming common in the aging society
throughout the world. The clinical use of anti-inflammatory drugs suffers from the
disadvantages of side effects and high cost of treatment. Traditional medicines and
natural products offer a great hope for the search of bioactive lead compounds to
the development of drugs to treat inflammatory diseases. Since ancient times
traditional medicines and phytopharmaceuticals have being used for the treatment
of inflammatory injuries and other disorders. Bursera cuneata (Schlecht.),
Burseracea, has been used in Mexican traditional medicine to treat conditions
associated with inflammation processes. The objective of this study was to isolate
compounds with anti-inflammatory and antihistaminic activities from the plant by a
bioassay-guided fractionation. The dichloromethane extract was found to have the
highest anti-inflammatory effect (89.1 + 2.2%) over the hexanic (53.3 + 1.2%) and
methanolic (77.4 + 1.8%) extracts. FS-3 fraction obtained from the dichlomethanic
extract showed the highest anti-inflammatory activity and afforded the triterpenes (-
sitosterol (1), a-amyrin (2), moronic acid (3), and ursolic acid (4). All compounds
showed significant activity in comparison to indomethacin (39.8 + 0.8%), at 0.1 mg /
mouse ear. However, moronic acid displayed the highest inhibitory effect (68.1 +
1.3%). Additionally, the histamine presented in the TPA treated mouse ear tissue
was quantified. Ursolic acid (72.2 + 1.7%) and moronic acid (73.3 + 1.1 %) showed
the highest antihistaminic activity. In conclusion, the results of the present study
validated the use of B. cuneata in folk medicine for the treatment of inflammatory

diseases.



Il. RESUMEN

Muchas de las enfermedades inflamatorias se estan volviendo comunes en todo el
mundo y se relacionan con el envejecimiento de la sociedad. Los farmacos
antiinflamatorios utilizados clinicamente tienen la desventaja de efectos secundarios
y alto costo de tratamiento. Alternativas a estos medicamentos son las medicinas
tradicionales y los productos naturales, que ofrecen una gran esperanza en la
identificacion de compuestos bioactivos para el desarrollo de medicamentos
utilizados en el tratamiento de enfermedades inflamatorias. Desde la antigledad los
medicamentos tradicionales y fitofarmacéuticos son utilizados para el tratamiento
de los trastornos inflamatorios. Bursera cuneata (Schlecht.), Burseracea, se ha
utilizado en la medicina tradicional mexicana para tratar condiciones asociadas con
procesos inflamatorios. EI objetivo de este estudio fue aislar compuestos con
actividad antiinflamatoria y antihistaminica mediante un fraccionamiento biodirigido.
El extracto diclorometanico (89.1 + 2.2%) mostr6 mayor actividad antiinflamatoria
que los extractos hexanico (53.3 + 1.2%) y metandlico (77.4 + 1.8%). De la fraccidn
FS-3, obtenida del extracto diclorometanico, se aislaron cuatro compuestos que
fueron identificados como B-sitosterol (1), a-amirina (2), acido ursdlico (3) y acido
moronico (4). Todos los compuestos presentaron actividad antiinflamatoria en
comparacion con indometacina (39.8 + 0.8%), a 0.1 mg / por oreja. Cabe resaltar
que el acido moronico (68.1 + 1.3%) fue el que presentd la mayor actividad.
Adicionalmente se cuantificd histamina en el tejido de oreja tratado previamente con
TPA. El acido ursdlico (72.2 + 1.7%) y el acido morénico (73.3 + 1.1 %) mostraron
la actividad antihistaminica mas alta. Los resultados de este estudio validan el uso
de B. cuneata en la medicina tradicional mexicana para el tratamiento de

enfermedades inflamatorias.

I



I1l. INTRODUCCION

En la lucha contra la enfermedad y el dolor, tan antigua como la historia de la
humanidad, el hombre ha tratado siempre de mejorar su calidad de vida y retrasar
la muerte, recurriendo a todos los medios a su alcance y aplicando, por tanto, los

conocimientos que sobre la naturaleza ha ido adquiriendo.

El papel que la Medicina Natural ha desempefnado en esta batalla ha sido siempre
fundamental, en un principio como origen unico de recursos terapéuticos, para pasar

posteriormente a ser la fuente de inspiracion de los compuestos de sintesis.

Con el desarrollo de la sintesis los laboratorios empezaron a producir moléculas
cada vez mas complejas. Sustancias que anteriormente solo podian obtenerse a
partir de fuentes naturales ahora ya son obtenidas por semisintesis o sintesis total.
Ademas, se desarrollaron modificaciones estructurales a moléculas de origen
natural, incrementando asi su actividad biolégica; de esta forma los medicamentos

de origen sintético fueron desplazando a las plantas medicinales.

Sin embargo, a partir de la década del 70 en el mundo comienza a producirse un
incremento del consumo de medicamentos de origen natural, sobre todo producidos
a partir de plantas medicinales; los paises que incrementaron el consumo fueron
Hungria, Bulgaria, Yugoslavia y Polonia, entre otros (Fleurentin J. y Pelt J. 1990).
Dentro de las causas del auge obtenido por los medicamentos naturales estan: 1)
El renacer del interés por la naturaleza y todo lo natural; 2) El sentimiento de
urgencia por la desaparicion de la tradicion de pueblos Indigenas; 3) Los
medicamentos modernos son a menudo muy costosos y no estan al alcance de

todos. Con base en estos hechos, la OMS ha impulsado la documentacién y



evaluacion cientifica de las plantas utilizadas en la medicina tradicional, abriendo

las puertas al dialogo entre la medicina tradicional y la moderna.

México es un pais de una gran riqueza biologica, diversidad de ecosistemas y
variabilidad genética debido a su topografia y variaciones climaticas. En particular,
posee una gran variedad de plantas utiles para el hombre: plantas que producen
medicinas, combustibles, vestimenta, refugio, o satisfacen necesidades culturales.
En México se han identificado y registrado 4,000 especies con atributos medicinales
(15% de la flora total mundial); la validacion quimica, farmacolédgica y biomédica
sblo se ha llevado a cabo en un 5% de las especies; esto marca un campo de

estudio importante CONABIO, 2018.

Una infinidad de procesos patologicos cursan con sintomas inflamatorios, y debido
al caracter incapacitante de los mismos, es importante el descubrimiento de nuevos
principios activos de origen natural, paliativos o curativos de dicha sintomatologia.
El proceso inflamatorio es una respuesta del organismo ante un estimulo. La misma
tiene lugar en el tejido conjuntivo vascularizado e implica cambios vasculares,

eventos celulares y la produccion de mediadores quimicos de la inflamacién.

La influencia de los mediadores quimicos sobre el proceso inflamatorio es un tema
de intenso estudio. Los mediadores se originan del plasma o de las células, la mayor
parte de ellos realizan su actividad biolégica mediante union a receptores. Un
mediador quimico puede actuar sobre uno o multiple tipos de células dianas, siendo
que la duracion de su accion es corta y la mayor parte de ellos pueden producir
efectos perjudiciales. Uno de los mediadores mas importantes hasta el momento es

la histamina.

I



Un amplio grupo de los metabolitos secundarios como los terpenos, fenoles,
flavonoides y esteroles, que se encuentran distribuidos en las plantas, poseen
actividad antinflamatoria debido a la inhibicién o reduccion de estos mediadores
quimicos. Al variar su concentracion o actuar sobre distintos receptores, van a
producir inhibicién, consiguiendo, de esta forma, un equilibrio o modulacién de la

respuesta inflamatoria.

Los dos grupos de medicamentos mas utilizados para la ayuda de estos procesos
son los glucocorticoides y los antiinflamatorios no esteroideos. Estos
medicamentos, por su mecanismo de accion, pueden producir efectos no deseables
en el organismo. Dado que esto es inevitable, nos vemos en la necesidad de
encontrar nuevos compuestos con mejor potencia y con menos efectos adversos.
El grupo de la Dra. Verdnica Rodriguez, en el Laboratorio-12 de la Facultad de
Farmacia-UAEM, ha implementado una linea de investigacion dedicada al estudio

de plantas medicinales con propiedades antiinflamatorias.

I



IV. ANTECEDENTES W0

4.1 Inflamacién

La inflamacién es un proceso que se inicia a consecuencia de una lesion y termina
con la destruccion permanente del tejido o con su curacion. Los agentes
desencadenantes de la respuesta inflamatoria son de naturaleza muy variada,
pudiendo ser estimulos fisicos, quimicos, agresiones por seres vivos 0 agresiones
inmunoldgicas. La respuesta inflamatoria da lugar a una sintomatologia local,
caracterizada por dolor, rubor, tumor y calor, acompafnada de la incapacidad
funcional del tejido afectado y a una reaccién sistémica que conlleva al desarrollo
de fiebre, leucocitosis y aumento en la concentracion plasmatica de determinadas
proteinas. La reaccion inflamatoria tiene como finalidad la defensa del organismo
frente al agente causal y la restauracion del tejido lesionado. Dependiendo del
organo afectado y del balance entre el agente inductor y la respuesta inflamatoria,
el proceso inflamatorio puede dar lugar a la restauracion completa del tejido
lesionado, a su sustitucién por un tejido cicatricial o al fracaso de la respuesta
inflamatoria y la subsiguiente necrosis del proceso. Las consecuencias de dicho

fracaso dependeran del 6rgano afectado (Delgado, et al. 2003).

Evolucion: breve _
Duracién: minutos, horas, v I—RESOLUCION I

pocos dias ~
Mediadores & NE ARGCESHS |
LESION jMediadores . * = | FORMACION DE ABSCESOS J
Y .\'\" = —
Mediadores ( SABAION
Mediadores —3| Regeneracion
Cicatrizacion
Infeccion persistente ‘. - o
Toxinas persistentes Duracién: meses, afios
Enfermedades autoinmunitanas

Figura 1. Fases de la Inflamacion segun su duracién de tiempo.



4.1.1 Fases de la reaccion inflamatoria

Para poder sistematizar los acontecimientos que tienen lugar durante la inflamacion,
se puede dividir la respuesta inflamatoria en varias fases: fase inicial, fase vascular,

fase celular y fase de reconstruccion de los tejidos afectados.

En la fase inicial al interactuar el estimulo dafino con los tejidos se induce la
liberacion de gran cantidad de mediadores, unos ya preformados en los tejidos
como la histamina, y otros que se sintetizan y se liberan como resultado de esta
interaccion como es el caso de los derivados del acido araquidonico (AA)
(prostaglandinas (PGs), prostaciclina (PGI), tromboxanos (TXs) y leucotrienos
(LTs)), factor agregante plaquetario (PAF) y radicales libres de oxigeno. Al actuar
los mediadores citados sobre los vasos sanguineos se inicia la fase vascular. Esta
fase consiste fundamentalmente en una vasodilatacion, subsiguiente aumento de la
circulacion seguido de enlentecimiento y estasis de la sangre, aumento de la
permeabilidad capilar y exudacion del liquido vascular. El liquido exudado contiene
gran cantidad de mediadores de la inflamacién que actuan sobre las células vecinas
y sobre los vasos. Se inician en este momento tres cascadas enzimaticas: el sistema
del complemento, el sistema de las cininas y el sistema de la coagulacién. Cuando
se produce la estasis vascular y consiguiente extravasacion pasan a los tejidos
vecinos células hemadticas que junto a los mastocitos ya existentes en los tejidos
inician la fase celular. Toda reaccion inflamatoria desemboca en una necrosis tisular

mas 0 menos importante. La reconstruccion de los tejidos depende de la cantidad



Tabla 1. Células inflamatorias y sus mediadores (Robbins, 2013)

Primarios
De mastocitos

Histamina
Heparina
IL-8 (CXC8)
Eoataxina
Eicosanoides
PAF
Adenosina
Proteasa

Elastasa 2
Colagenasa g
Lactoferrin
PAF
Quimioquinas
Catepsina G

De las plaquetas

PF-4

FACTS, quimiotacticos
para:

PMN, Eos, LS
enzimas lisosomales
Serotonina
Microparticulas

De células endoteliales
IL-8
IL-6
IL-33

Secundarios
De mastocitos

Leucotrienos
Prostaglandinas
Metabolitos

del Oz y N.

TNF

IL-1, IL-6, IL-8,
IL-12
Prostaglandinas
Leucotrienos

IL-2, IL-5, IL-6,
IL-17, IL-23
IFNy

De fibroblastos
IL-6, IL-8, IFNy




de pérdida de tejido durante el proceso inflamatorio, de la capacidad de proliferacion N
del tejido afectado y de la persistencia o repeticion del agente lesivo. Puede ocurrir
que la inflamacion desaparezca sin dejar rastro (curacién) o si los tejidos han sido
lesionados (citotoxicidad, supuracion...), queda un tejido cicatrizado que puede
tener graves consecuencias patologicas para la funcion en determinados érganos

como el ojo (Robbins 2010).

4.1.2 Mediadores de la inflamacion

Las reacciones inmediatas o de fase aguda que siguen a la agresion y que
pretenden la separacion y la restauracion de la homeostasis constituyen el
fendmeno inflamatorio. Estas reacciones se inician en el lugar de la agresion,
aunque determinan mediante mediadores, una respuesta generalizada. Aunque
forman un entramado muy complejo, con fines didacticos, los mediadores suelen
agruparse en primarios y secundarios. Son muchos, cumplen diferentes funciones,
son producidos por las distintas células del sistema inmune y por activacién de
sistemas enzimaticos. Los mediadores primarios se encuentran presintetizados en
las células y son rapidamente secretados cuando se inicia un proceso inflamatorio.
Los secundarios requieren un proceso de transcripcion y traduccion que tarda varias

horas en desarrollarse.



Tabla 2. Mediadores primarios de origen celular (Abbas, 2015) )
i

Célula Mediador Funcion
PMNs Elastasay Degradan la matriz extracelular para facilitar la
colagenasa movilizaciéon dentro de los tejidos, de las

diferentes células que son llamadas a participar
en los mecanismos de defensa.

Es uno de los mediadores de inflamacion de mas
Mastocito Histamina rapida accion. Es vasodilatadora, aumenta la
permeabilidad capilar e induce la
broncoconstriccion, aumenta el peristaltismo
intestinal, participa en la embriogénesis,
hematopoyesis y cicatrizacién de heridas.

Los més importantes son los sulfatos de heparan,

Mastocito Proteoglucanos entre los cuales esta la heparina, que actia como
antiinflamatoria por un doble mecanismo,
bloguean las selectinas L y P y estimulan, en el
higado, la produccién de histaminasa, para
desactivar la histamina.

Las principales son: eotaxina, tetrapéptido acido,

cuya principal funcién es la de atraer eosindéfilos

Mastocito Quimiocinas al sitio de la inflamacion; factor quimiotactico y
activador de los neutrdfilos, conocido como IL-8 0

CXCLS8, que atrae hacia el endotelio capilar a los

PMNs, CCL2, CCL7 y CCL12 que atraen a los

macroéfagos; y la CCL5 que atrae a los basdfilos.

Factores quimiotacticos para PMNSs, eosindfilos y

linfocitos; varias enzimas lisosomales que

Plaquetas Derivados de participan en la defensa contra patdgenos; y
plaguetas microparticulas que intervienen en la

inmunopatologia de la artritis reumatoide. En

algunas especies animales producen serotonina.



Tabla 3. Mediadores secundarios de origen celular (Hernandez, 2013)

Célula

Mastocito

Macrofago

Células
del higado

Linfocitos
T

Mediador

Eicosanoides

Derivados de
macrofagos

Proteinas de la
fase aguda

Derivados de
linfocitos T

Funcién

Incluyen prostaglandinas, leucotrienos, lipoxinas, acido
hidroxieicosatetranoico y epdxidos, generan una
reactividad vascular andmala con vasodilatacion y
extravasacion, caracteristicas del fenémeno inflamatorio.

En la fase aguda de la inflamacion se generan TNF e ILs
1, 6,8y 12. EI TNF se encarga de reforzar la accion de
la IL-18 como pirégeno enddgeno, y de incrementar en
el endotelio vascular, la produccién de quimiocinas y la
expresion de moléculas de adherencia para los
polimorfonucleares.

e Proteina C reactiva: Tiene algunas de las
funciones de los Acs, pero sin especificidad
antigénica. Se une a la fosfatilcolina presente en la
membrana de muchos microorganismos v,
actuando como opsonina, los hace susceptibles a
la accion del complemento y a la fagocitosis.

e Fibrinégeno. Genera la fibrina, que rodea y aisla a
los microorganismos.

e Proteina A sérica del amiloide. Molécula que en los
procesos crénicos autoinmunes se deposita en
diferentes érganos.

e Lectina ligadora de manosa. Facilta el
reconocimiento de la manosa, uno de los PAMPs
de muchos microorganismos.

Genera un gran numero de citocinas, las principales
desde el punto de vista de la inflamacién son las IL-2, IL-
5, IL-6, IFNy, IL-17 e IL-23. La IL-6 es uno de los
pirégenos enddgenos, que actlan sobre células del
centro termorregulador en el hipotalamo anterior.
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Tabla 4. Mediadores primarios de origen humoral (Abbas, 2015)

Mediador

Complemento

Cininas

Coagulacion y
fibrindlisis

Funcién

Su activacion da lugar a la produccion de C4a, C3a y Cba,
moléculas de gran actividad biolégica y que se conocen
como anafilotoxinas. Son “hormonas con efecto local’.
Aumentan la permeabilidad capilar, facilitan Ila
degranulacion de los mastocito y la liberacion de los
mediadores primarios que ellos tienen almacenados en su
citoplasma.

En condiciones normales se encuentran en el plasma
kininbgenos, moléculas que en casos de inflamacion, son
activados por la kalicreina, que a su vez es activada por
pro ductos derivados de dafo tisular, como colageno,
cartilago, componentes de las membranas basales,
endotoxinas y factor Hageman o Xll del sistema de la
coagulacion, activacion que da origen a bradikinina y
kalicreina, sustancias de gran actividad biologica que
aumentan la permeabilidad vascular, inducen
vasodilatacién, producen dolor y en algunas circunstancias,
activan el sistema del complemento.

Las citoquinas proinflamatorias, IL-1B3, TNF e IL-6, activan el
sistema de la coagulacion que, de no ser oportunamente
controlado, genera dafio vascular y coagulopatia
intravascular diseminada. Cuando el proceso de la
coagulaciéon ha cumplido su funcion de evitar la pérdida de
sangre, se inicia su desactivacion para evitar que la
coagulacion se generalice, desactivacion que la inicia una
proteina muy potente como anticoagulante, la proteina C,
(diferente a la proteina C reactiva) que es activada por la
trombina. Simultaneamente se activa el proceso de la
fibrindlisis para destruir el coagulo y normalizar el flujo
sanguineo.



Terapia antiinflamatoria
Existen dos grupos importantes de agentes antiinflamatorios: los glucocorticoides y

los no esteroideos (AINES).

4.1.2 Antiinflamatorios glucocorticoides

Los glucocorticoides son farmacos antiinflamatorios, antialérgicos e
inmunosupresores derivados del cortisol o hidrocortisona, hormona producida por
la corteza adrenal esencial para la adaptacion al estrés fisico o emocional
(Rodriguez et al., 2015).A los glucocorticoides suelen atribuirseles dos mecanis-
mos: uno gendmico, lento, con latencia y persistencia del efecto por horas-meses,
y otro no gendémico, rapido, de inicio y persistencia fugaces. El primero se debe a
proteinas modificadoras de la transcripcion génica pertenecientes a la superfamilia
de receptores nucleares; el segundo a moléculas diferentes poco caracterizadas
(Hernandez et al, 1998).

Los efectos antiinflamatorio, antialérgico e inmunosupresor constituyen la base

terapéutica y se deben la inhibiciéon de:

e Produccion y secrecion de citocinas proinflamatorias como interleucina IL-1,
IL-2, IL-3, IL-5, IL-6, IL-8, IL-12, factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a),
interferon gamma (IFN-g) y factor estimulante de colonias granulociticas y
macrofagicas (GM-CSF), por interferencia directa sobre las cascadas y
mecanismos genomicos.

e Acumulacién de macrofagos y neutroéfilos en focos inflamatorios, por reprimir
la expresion de las moléculas de adhesién endoteliales y la sintesis del

activador de plasmindgeno.



e Sintesis y liberacion de autacoides y de enzimas lisosomales en las
reacciones de fase aguda.
e Degranulacién y respuesta de los mastocitos a la IgE.

e Expansion clonal y citotoxicidad espontanea mediada por células T.

Los glucocorticoides son los antiinflamatorios mas eficaces; son las unicas drogas
activas en todas las etapas y en todo tipo de reaccion alérgica, y son efectivos inmu-
nosupresores. Sin embargo, también favorecen la diseminacion de infecciones y por
ello deben reservarse para aquellos casos en que otros farmacos son
probadamente ineficaces o estan contraindicados. Nuevas evidencias indican que
los corticoides son mas inmunorreguladores que inmunosupresores pues no anulan
la secrecion de ciertas citocinas (IL-4, factor estimulante de colonias macrofagicas
y factor de crecimiento transformante-b); aumentan la expresidén de correceptores
para casi todas las citokinas (subunidad gp130) y optimizan el curso temporal de la
respuesta de los linfocitos T a la IL-2. Esto sefala la importante interrelacion entre
el HPA y el sistema inmune; los glucocorticoides son protectores de las
consecuencias de una respuesta inflamatoria indiscriminada sobre el organismo.

En este grupo de farmacos se encuentran la dexametasona, prednisona,
prednisolona, metilprednisolona, cortisona, hidrocortisona, mometasona, entre

otros (Gémez, et al. 2011).
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Tabla 5. Glucocorticoides agrupados de acuerdo a su estructura quimica (Buckley LN

et al., 2014) -
Farmacos Potencia Duracion de Estructura
antiinflamatoria accion Quimica
Cortisona 0.80 corta
Hidrocortisona 1 corta
Dexametasona 25 prolongada
25
Betametasona
prolongada
Tramcinolona 5 intermedia
Prednisonsa 4 intermedia

Corta = 6-12 horas; intermedia = 12-36 horas; prolongada = 36-72 horas.



4.2.2 Antiinflamatorios no esteroides

Los antiinflamatorios no esteroides (AINE) son probablemente el grupo de farmacos
mas frecuentemente prescritos en todo el mundo. Se estima que en nuestro pais
los consumen anualmente mas de 5 millones de personas, de las que un 30-40%
son mayores de 65 anos. A pesar de las diferencias quimicas y estructurales entre
ellos, comparten en grado diverso las propiedades analgésica, antiinflamatoria y
antipirética, lo que los convierte, junto con los opioides, en uno de los pilares basicos

del tratamiento analgésico actual.

La mayoria de las manifestaciones de la respuesta inflamatoria pasan por la
activacién de la ciclooxigenasa (COX), un complejo enzimatico que cataliza la
transformaciéon del acido araquidénico en endoperoxidos ciclicos, a partir de los
cuales se sintetizan diferentes eicosanoides (prostaglandinas, prostaciclinas vy
tromboxanos) que participan activamente en la génesis, amplificacion y desarrollo

del proceso inflamatorio.

Todos los AINE tienen en comun su mecanismo de accion: la mayoria de ellos actua
inhibiendo de forma estereoespecifica y competitiva la enzima ciclooxigenasa
(COX). Algunos de ellos lo hacen de forma reversible, mientras que otros lo hacen
de forma irreversible destruyendo la capacidad catalitica de la enzima que no podra
ser recuperada hasta que la célula sintetice sus nuevas moléculas. Cuanto mas
potente es la inhibicion de la COX, mejor efecto antiinflamatorio. No obstante, la
ciclooxigenasa es una enzima ubicua, presente en casi todas las células, siendo
necesaria su mediacion en la produccion de ciertas prostaglandinas no inflamatorias
que permitiran el correcto funcionamiento de muchos 6rganos y sistemas. La accion

antiinflamatoria es variable dependiendo de su espectro de accion, del tipo de



proceso inflamatorio, de su accion inhibidora de la ciclooxigenasa y de su accion
amortiguadora de otras respuestas celulares independientes de su accion anti-COX.
Asi, la inhibicién de la biosintesis de prostaglandinas y tromboxanos bloquea las
actividades vasodilatadoras y quimiotactica, interfiriendo en la fase inicial de la
inflamacion. Pero los AINE interfieren también en las diversas funciones de los
neutroéfilos, las células mas abundantes y que desempefian un papel mas relevante
en las fases agudas de los procesos inflamatorios. El problema derivado del uso de
este tipo de farmacos es que la gran mayoria de los AINE actualmente disponibles
en el mercado poseen una accion inespecifica, es decir, inhiben de forma no
selectiva la actividad enzimatica de ambas isoformas o, en todo caso, en mayor
medida la COX -1, lo que da lugar a la aparicion de los efectos indeseables
caracteristicos de este grupo de farmacos. Excepciones singulares a la accion de
este tipo de farmacos no selectivos la constituyen: nabumetona, nimesulida y
meloxicam que muestran cierta afinidad, aunque no absoluta, por la COX -2. Entre
los primeros AINE comercializados con un perfil antagonista selectivo de la COX -2
esta el llamado grupo de los coxibs (celcoxib, rofecoxib, valdecoxib y parecoxib).
Contrariamente a lo que se podria pensar, la administracion de este grupo de
farmacos no esta exenta de riesgos, ya que esta enzima es también constitutiva en
células del rifndn, cerebro y aparato reproductor y desempefa un papel importante
en la reparacion de algunos tejidos, ademas de actuar también como protector de

la mucosa gastroduodenal.

El AINE prototipo es la aspirina y le acompanan una gran variedad de acidos
organicos, incluyendo derivados del acido propanoico (como

el ibuprofeno y naproxeno), derivados del acido acético (como la indometacina) y
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acidos endlicos (como el piroxicam), todos competidores con el acido 00

i

araquidonico por el sitio activo de la ciclooxigenasa (Tabla 6).

Tabla 6. AINE agrupados de acuerdo a su estructura quimica (Robles et al., 2016).

Inhibidores HN ]
Selectivos de Celecoxib, etoricoxib, lumiracoxib o4s\©\
- _N
COX-2 A N
OH
Salicilatos Acido acetilsalicilico, salsalato, diflunisal, 0
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Cl
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Derivados Indometacina, tolmetin, sulindaco, N on
indolacéticos acemetacina HaC.g ¢ o:1
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Derivados Diclofenaco, aceclofenaco, nabumetona cl
Arilacéticos
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Cl OH
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/</\N O OH
Tenoxicam /\L
. . S N =
Oxicanes Meloxicam H
Piroxicam /N\s
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4.2.3 Compuestos antiinflamatorios de origen natural

Existen muchos trabajos sobre evaluacion de la actividad antiinflamatoria que se
han realizado tanto en extractos como en metabolitos secundarios aislados de
fuentes naturales. Estos estudios se han realizado guiados a través de diferentes
modelos farmacologicos tanto /n vivo como /n vitro (Setty y Sigal, 2005; Gautam y
Jachak, 2009; Jang, et al. 2011; Wang, et al. 2013). Los productos naturales o
compuestos derivados de productos naturales representan una gran diversidad
estructural, que no se ve comunmente en compuestos sintéticos. De los 1184
productos quimicos nuevos reportados durante 1981 a 2006, el 60% se deriva de
productos naturales (OMS, 2008). Por lo tanto, los productos naturales juegan un
papel dominante en el descubrimiento de pistas para el desarrollo de medicamentos
para el tratamiento de enfermedades humanas. Productos naturales (y
medicamentos) ofrecen una gran esperanza en la identificacion de compuestos
bioactivos y su desarrollo en drogas para el tratamiento de enfermedades

inflamatorias.

1.2.1. Triterpenos pentaciclicos y sus derivados: Propiedades antiinflamatorias y
relacionadas.

Durante la ultima década se han publicado aproximadamente 700 articulos
cientificos sobre triterpenos pentaciclicos, especialmente sobre aquellos derivados
del acido oleandlico (Connolly, 2000; Calixto et al., 2003; Liu, 2005; Dzuback, 2006;
Brinker et al., 2007; Yu et al., 2007). Estas investigaciones no incluyen solamente el
aislamiento y la purificacion de estos triterpenoides a partir de diversas fuentes

vegetales, sino también modificaciones quimicas de los mismos para obtener



derivados mas efectivos en diversas actividades farmacoldgicas. Una de las mas
estudiadas la actividad antiinflamatoria, debido a que esta estrechamente
relacionada con patologias con alta incidencia en la poblacion mundial actual, tales
como la artritis reumatoide y el cancer, entre otras (Singh et al., 1992; Banno et al.,
2004; Zhang et al., 2005). En la actualidad se busca obtener derivados de
hemisintesis a partir de triterpenoides pentaciclicos mas potentes como
antiinflamatorios, con menos reacciones adversas y una Optima biodisponibilidad

(Farina et al., 1998; Cheng et al., 2005).

En diversos estudios se ha demostrado que, por ejemplo, el acido oleandlico tiene
actividad antiinflamatoria importante evaluada en ensayos in vivo en los que se
indujo inflamacion dérmica con AA o TPA en orejas de raton (Singh et al., 1992;
Recio et al., 1995; Banno et al., 2004; Liu, 1995; Aguirre et al., 2006); incluso, en
uno de estos trabajos, el acido triterpénico resultdé ser mas activo que la
indometacina usada como farmaco de referencia (Banno et al., 2004). Ademas se
demostrd que el acido oleandlico inhibe las ciclooxigenasas (COX-1 y COX-2) que
intervienen en el proceso inflamatorio (Brinker et al., 2007). Mas recientemente se
ha observado que a bajas concentraciones (menores de 3 pM) inhibe la produccion
de NO y de la PGE2 (Wu et al.,, 2004). Basandose en estos resultados se han
preparado derivados de hemisintesis del acido oleandlico empleando diferentes
vias y probando conjuntamente su actividad antiinflamatoria in vitro. En uno de estos
estudios se investigd una serie de derivados como inhibidores de la produccién de
NO (Honda et al., 2000a). Como resultado se obtuvieron e identificaron nuevos
derivados del acido oleandlico con funcionalidad 1- en-3-ona, entre los que se

destacaron el acido 3-oxoolean-1,12-dien-28-oico (Figura 7 a) y los sustituidos
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ademas en el C-2 del anillo A con grupos carboxilo, como se muestra en la Figura
7. Estos mostraron una gran actividad inhibitoria (CI150 = 0,01-0,1 uM) de la
produccion de NO inducida por INF-y en macrofagos de ratas. De éstos fue el mas
potente el derivado del acido 2-carboxi-3-oxoolean-1,12-dien-28-oico (Figura 7b), el
cual tuvo una potencia similar a la hidrocortisona empleada como farmaco de
referencia (C150 = 0,1 uM). Cabe sefnalar que la actividad inhibitoria de estos nuevos
triterpenos no fue bloqueada por un farmaco antagonista de glucocorticoides, lo que
sugiere que su accion sobre la INOS no estd mediada por la interaccion con el

receptor de estas hormonas.

Otro ejemplo interesante, que ha sido ampliamente estudiado, es el acido 2-ciano-
3,12- dioxooleana-1,9(11)-dien-28-oico (CDDO) el cual presenta una potente
actividad antiinflamatoria por el mecanismo de inhibicion de la INOS y de la COX-2
(Suh et al., 1998; Liu, 2005) e inhibe la proliferacion de varias lineas celulares de
tumores en humanos (Favaloro et al.,, 2002). En este derivado la modificacion
conjunta de los anillos Ay C aumenta la potencia antiinflamatoria aproximadamente

10.000 veces con respecto al acido oleandlico (Honda et al., 2000b) (Figura 8).
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Tabla 7. Tritepenos pentaciclicos con actividad antiinflamatoria

&N
&N

Lupeol Butolin

Acido ursélico UEaol

Acido oleandlico Eritrodiol




4.3 Familia Burseraceae

«Hay ofros arboles de los cuales mana aquella resina blanca que
se llama copal, que es el incienso que ofrecian a sus dioses. Mucho
de ello se vende ahora en los tianquez, porque es muy bueno para
muchas cosas y es medicinaly

Fray Bernardino de Sahagun (1585).

En México, la importancia de los aromas como purificadores rituales del aire se
recoge en numerosos documentos, entre ellos el Cdédice Badiano, escrito apenas
30 anos después de la conquista por dos alumnos indigenas del Colegio de Santa
Cruz de Tlaltelolco en la Ciudad de México por el médico Martin de la Cruz y el
traductor Juan Badiano. Entre las férmulas y los elementos terapéuticos citados en
este documento figuran, con frecuencia, hojas y flores aromaticas y los perfumes
que desprendian. Entre las hojas aromaticas mas apreciadas figuran las de varias
especies de alisos (A/nus sp.), las del oyamel (Abies religiosa) y las del arbol de la
niebla (Pinus ayacahuite). Sin embargo, la planta aromatica por excelencia es, sin
duda alguna, el copal, un término genérico en lengua nahuatl —el idioma de los
aztecas, entre otras etnias— que designa una serie de arboles y arbustos, la
mayoria de ellos de la familia Burseracea, cuya resina se utilizaba y se utiliza todavia
como incienso. La importancia del copal para los aztecas queda bien reflejada en
estas palabras del cronista Francisco Lopez de Gémara (1511- 1566): «Perfumaban
los idolos con hierbas, flores, polvos y resinas, pero el mejor humo y el mas comun
es el que llaman copalli, que se parece al incienso». Cinco siglos después del

derrumbe de las civilizaciones azteca y maya, el copal continua siendo utilizado por



I
numerosas etnias mexicanas. Por ejemplo, por los actuales mixtecas de Guerrero,

cuando sacrifican animales durante sus espectaculares ritos de la lluvia. O también
por las comunidades mayas del sur de México, cuyos copaleros extraen el copal
blanco y el negro —la diferencia de color se debe a modos de preparacion
distintos— de varias especies de burseraceas, entre ellas Bursera excelsay B.
Jorulensis. Al igual que los antiguos mayas y aztecas, los actuales indigenas del
estado de Chiapas utilizan el copal con fines medicinales contra las diarreas, las
lombrices intestinales y los dolores de cabeza, para remediar los dafios musculares
y para despejar la nariz de mucosidades y facilitar la respiracion. En otras regiones
de México, como por ejemplo Oaxaca, se continua usando el copal de Protium
copal, una Burseracea que crece en las selvas altas perennifolias de altitud media
y que en épocas del imperio azteca se cultivaba en pequefos bosques, en la
peninsula de Yucatan. El abundante uso del copal que hacian los mexicas para
adorar y aplacar a sus dioses nos recuerda la importancia que para ellos revestia la
religion en todos los aspectos de la vida, incluido el de la salud y de la enfermedad.
Varios dioses aztecas tenian, segun se creia, el poder de provocar enfermedades.
De tal forma que los distintos copales eran usados para contrarrestarlas, algunos
ejemplos son el mizquixochicopalli (Bursera linanoe) era usado para los dolores de
cabeza, estrangulacién de utero, y las enfermedades de causa fria o humeda. Su
resina en agua tibia se bebia en ayunas y después de comer, para ayudar a las
ulceras o hinchazones de postema. El Copalquahuitlpatlahuac (Bursera copallifera)
era usada para detener la disenteria y el flujo de sangre. El copalli (Bursera sp.),
con su goma aplicada en la piel cura picaduras de insectos, también era usado como
expectorante y purgante. Finalmente el copalquauhxiolt (Bursera microphylla) se

usaba para las diarreas.



4.3.1 Descripcién Botanica

La familia Burseraceae esta conformada por unos 20 géneros y cerca de 680
especies, distribuidas en las regiones calientes del mundo, con mayor diversidad en
América tropical, en el norte y en el sur de Africa y en Malasia (Harley & Daly 1996,
Rzedowski & Guevara 1992). Esta se distingue por ser la familia del incienso y la
mirra, con arboles y arbustos que pueden alcanzar los 40 metros de altura. Tienen
un caracteristico olor a incienso "trementina" producido por canales resiniferos que

se ubican principalmente en cortezas y ramas (Cuatrecasas 1957).

4.3.2 Distribucion en México

En México, las selvas caducifolias (0 bosques tropicales caducifolios) ocupan
alrededor del ocho por ciento del area total del territorio. Ellas albergan una gran
parte de la biodiversidad floristica del pais, en la que sobresalen los cuajiotes,
copales, torotes o palos mulatos, que son especies que pertenecen al género

Bursera.

El género Bursera esta constituido por cerca de 700 especies que se distribuyen
desde el suroeste de los EUA y el extremo sur de Florida, pasando por México y
América Central, hasta el noroeste de América del sur, en el Golfo de Guayaquil,
sobre el Pacifico y del Golfo de Venezuela, sobre la costa Caribefa; algunas
especies habitan los archipiélagos de las Antillas, Revillagigedo y las Galapagos.
De ellas, 84 especies habitan naturalmente en México, de las cuales, 80 esitdan

exclusivamente en las selvas mexicanas. Es la familia de plantas mexicanas con



mayor porcentaje de especies endémicas (95%). Su mayor riqueza y abundancia
se encuentra a lo largo de las selvas bajas caducifolias de la vertiente del Pacifico,
particularmente en la cuenca del rio Balsas donde se concentran cerca de 50
especies, varias de ellas endémicas a esa cuenca o parte de ella. Dentro de la
cuenca alta del rio Balsas incluye el estado de Puebla, los estados de México, la

zona montanosa de Guerrero y Morelos.

4.3.3 Taxonomia seccion Bullockia

La taxonomia del género Bursera ha sido abordada por Engler (1883), Bullock
(1936), McVaugh y Rzedowski (1965), Rzedowski y Kruse (1979), Toledo (1984) y
Andrés y Espinosa (2002), con base en la distribucién de caracteres morfologicos;
Andrés (2001) incorporé algunos caracteres anatdmicos de hoja y peciolo, asi como
de arquitectura foliar; mientras que Becerra (2003) propuso un arreglo filogenético

con base en secuencias de DNA nuclear ribosomal.

En general, todos los estudios coinciden en la existencia de dos grupos
monofiléticos principales que corresponden a las dos secciones propuestas por
McVaugh y Rzedowski (1965), Bursera seccion Bursera y Bursera seccion

Bullockia.

La seccidn Bursera tiene a su vez tres grupos importantes: 1) el complejo B.
simaruba (Daly, 1993); 2) reconocido antes por Toledo (1984) como ‘mulatos’ y cuya
distribucion es circum-caribena; 3) el grupo B. inaguensis, cuya distribucion es

estrictamente antillana (Cuba, Jamaica, Espanola y Bahamas); y los ‘cuajiotes’
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(Toledo, 1984) conformado por tres subgrupos (Becerra, 2003), a) B. fragilis, b) B.
microphyllay c) B. fagaroides, todos ellos distribuidos de forma predominante sobre

la vertiente del Pacifico mexicano.

Dentro de la seccidn Bullockia se reconocen dos grupos bien definidos, con base
en rasgos morfoldgicos. El primeroincluye a especies con fruto cuya semilla ovoide
esta casi completamente cubierta por un ariloide, salvo una pequena area apical
desnuda, de color negro; los sépalos son libres y frecuentemente se trata de
especies cuyo exudado se endurece al contacto con el aire. Este grupo se distribuye
sobre la vertiente del pacifico desde Colombia (B. fomenfosa, incluyendo su
vertiente caribefia) hasta Sonora, en México. El segundo grupo incluye a especies
de frutos con semilla lenticular asimétrica, parcialmente cubierta por el ariloide (en
la base y los cantos); los sépalos son fusionados y el exudado es frecuentemente
aceitoso. Este grupo es el de distribucion mas amplia dentro de Bursera, abarca
también de forma preferencial la vertiente del Pacifico desde el Golfo de Guayaquil
(Ecuador) hasta el Cabo, peninsula de Baja California (México), asi como los
archipiélagos de las Galapagos (B. malacophylla) y de las Revillagigedo (B.
nesopola); la presencia de este grupo en las Antillas (B. graveolens en Cuba) puede

ser introducida.

En general, los arboles de esta seccién son llamados copales, derivado de la
palabra “copalli” de la lengua nahuatl, llamada asi por su aromatica resina usada

como incienso, la cual, es producida por muchas de las especies de esta seccion.
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Las burseras de la seccion Bullockia tienen larga historia de uso en México con
valores culturales significativos, tanto ceremoniales como medicinales, como ya se

han mencionado en el apartado de usos tradicionales de esta tesis.

4.3.4 Estudios quimicos y farmacoldgicos de la secciéon Bullockia

Un amplio grupo de los metabolitos que se encuentran distribuidos en la seccidn
Bullockia poseen actividad antiinflamatoria entre los que se encuentran
principalmente los monoterpenos, sesquiterpenos y triterpenos, como se presenta

a continuacion.

El aceite esencial de hojas y tallos de Bursera graveolens (familia Burseraceae) fue
analizado mediante la hidrodestilacién asistida por la radiacidon de microondas
(MWHD) y GC-MS. Los constituyentes mayoritarios encontrados en el aceite de
hojas fueron limoneno (48.3%), 6xido de cariofileno (13.6%) y trans-cariofileno
(8.1%). El aceite de los tallos se constituyd principalmente por limoneno (42.1%),
mirceno (19.8%) y mentofurano (14.7%). Los compuestos Z-f-ocimeno (14.3%) y
mentofurano presentes en el aceite de tallos no fueron encontrados en el aceite de

hojas.

Por otro lado, se han encontrado compuestos monoterpénicos en ocho especies de
Burseras, como en B. /lancifolia, B. rzedowski, B. schlechtendalii, B. morelensi, B.
copallifera, B. vejar-vasquezii, B. ariensis y B. biflora; estos compuestos terpenoides
son reportados como biocidas y su efecto téxico puede ser atribuido a un
mecanismo de inhibicion competitiva reversible por la acetilcolinesterasa, al ocupar

el sitio hidrofébico del centro activo de la enzima (Obeng-Ofori & Amiteye, 2005).
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Especies de la familia de las Burseras son productoras de resinas y exudados ricos

en sustancias aromaticas, las cuales son empleadas en la industria de la
perfumeria, asi como en la produccion de barnices (Pernet, 1972), y como remedios
medicinales (Oliveira et al., 2004). Extractos acuosos de resinas de algunas
especies han presentado actividad inmunoestimulante (Delaveau et al., 1980) y
antiinflamatoria (Duwiejua et al., 1993; Haribal et al., 1985). Por otra parte, el
extracto cloroformico de B. fagaroides demostro tener actividad antitumoral frente
a carcinoma intramuscular de Walter (Bianchi et al., 2002), mientras que Bursera
copallifera (D.C) Bullock, conocida comunmente como “copal” (Dorado et al., 2005),
se utiliza en el tratamiento de bronquitis, tos, cura golpes internos, mata gusanos
(oral y tépico) (Argueta, 1994). Por su parte, Bursera grandifolia, también llamada
tradicionalmente como palo mulato y té azteca, es utilizada etnomédicamente para
problemas respiratorios, como bronquitis, influenza, tosferina y en infecciones de
pulmon (Monroy & Castillo, 2000). En la Universidad de Arizona se aislaron tres
compuestos con actividad antitumoral a partir del extracto cloroférmico de B.
fagaroides. B-peptatina, a-metileter y 5’-desmetoxi-B-peltatitna a-metiléter (Bianchi,
2002). Un estudio mostré que de hojas de B. graveolens se purificaron terpenos,
flavonoles y esteroles, todos ellos glicosidados (Nakanishi, 2003). De los tallos de
la misma especie se aislaron compuestos de tipo lignano y triterpénico (Nakanishi,

2005).
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4.4 Bursera cuneata (Schidl.) Engl

Figura 2. Partes aéreas de Bursera cuneata.

Taxonomia
Plantas Reino Plantae

Plantas vasculares Clase Tracheophyta

= Plantas con flores Filo Magnoliophyta
= Magnolias, margaritas y parientes (dicotiledéneas) Clase Magnoliopsida
= Mangos, copales, maples y parientes Orden Sapindales
= Copales y cuajiotes Familia Burseraceae
= Copales y cuajiotes Género Bursera
= Bullockia seccion

»  Bursera cuneata Especie
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4.4.1 Aspectos Botanicos

Arbol (o a veces arbusto) dioico, hasta de 10 m de alto, resinoso y con aroma
agradable al estrujarse, tomentoso en sus partes verdes; tronco hasta de 40 cm de
diametro, con corteza gris o gris-rojiza, no exfoliante, las ramillas lignificadas
francamente rojizas, glabras; hojas con (3) 5 a 9 (13) foliolos, peciolo de 1 a 3 cm
de largo, tomentoso-pubérulo, el raquis angosta a anchamente alado, foliolos
sésiles o con peciolulos hasta de 3 mm de largo, oblongos a lanceolados, elipticos
u ovados, el terminal a veces oblanceolado, de (1) 2 a 6.5 cm de largoy (0.5) 0.7 a
2.3 cm de ancho, los del par inferior a menudo mucho mas pequefos que los demas,
por lo general agudos en el apice, obtusos a cuneados en la base, margen
toscamente aserrado, los dientes (6) 10 a 30 de cada lado, desiguales, algunos
escotados en el apice, con (6) 10 a 18 pares de nervaduras laterales distalmente
bifurcadas o a veces mas profusamente ramificadas, impresas en el haz,
prominentes en el envés, de textura coriacea, conspicuamente reticulado-venosos,
sobre todo en el haz que tiene aspecto manifiestamente rugoso, el haz verde, los
pelos originandose de una base ampuliforme, el envés densamente blanquecino-
grisaceo-tomentoso; inflorescencias en forma de paniculas abiertas, originandose
en los apices de ramas cortas o lateralmente en ramas largas, catafilos oblongos a
angostamente triangulares, de 3 a 15 mm de largo, tomentosos en ambas caras,
deciduos; las flores masculinas numerosas en paniculas hasta de 8 cm de largo y 4
cm de ancho, hirsuto-tomentosas, pedicelos hasta de 4 mm de largo, bracteolas
subuladas, de +2 mm de largo; flores tetrameras, l6bulos del caliz linear-
triangulares, de 2 a 4 mm de largo, hirsuto-pubérulos, pétalos blanquecinos,

oblongos, de 2.5 a 4 mm de largo, hirsuto-pubérulos por fuera, mas o menos



cuculados; estambres todos aproximadamente al mismo nivel o bien 4 mas largos
alternando con 4 mas cortos, filamentos de 1.2 a 1.8 mm de largo, anteras ovado-
oblongas, de 0.6 a 0.8 mm de largo; las inflorescencias femeninas similares a las
masculinas, pero solo de 1 a 2 cm de largo, sus flores también similares, anteras de
los estaminodios de £0.5 mm de largo, ovario bilocular, glabro; infrutescencias sobre
pedunculos hasta de 7 cm de largo, “drupa” bivalvada, verde o rojiza, ovoide, algo
comprimida, de 7 a 12 mm de largo, a menudo puntiaguda en el apice, glabra,
rodeada en la base por el céliz persistente, el hueso recubierto casi totalmente por
un pseudoarilo anaranjado o amarillento (de un lado un poco mas grande que del

otro), la parte descubierta negra.

Las especies se distribuyen en un intervalo altitudinal de 800 a 2 800 m; se
presentan en sitios con temperatura minima relativamente baja (5-10° C) y mas
humedos. Florece de abril a julio. Permanece con follaje de abril a noviembre. Es
endémica de la parte centro-sur de México: Guanajuato, Hidalgo, Michoacan,

México, Morelos, Puebla y Guerrero.

Figura 3. Distribucién de B. cuneata en Morelos (Hernandez-Lopéz, 2011).



4.4.2 Usos tradicionales

La especie Bursera cuneata (Schlecht.) Engl., comunmente conocido como: copal,
copalillo, cuerecatzundi, cuerica-tzunda, cuiricatzunda (lengua purépecha), es una

especie del género Bursera, seccion Bullockia.

Bursera cuneata, se considera como planta de naturaleza caliente en la medicina
tradicional mexicana. Las Aogjas se usan para problemas de piel, como desinfectante
de heridas, quemaduras o cicatrizante. Para padecimientos respiratorios como la
tos, el asma y dolor y enfriamiento de pecho. También se usa para bajar la
temperatura, torceduras, frios y reumas. La resina quemada en sahumerios, se
emplea en el ritual para las “limpias” y para curar otras enfermedades culturales
como “el mal de ojo” y para “el aire”. El cocimiento de la corfeza se toma para

disenteria, catarro constipado y como antigripal.

4.4.3 Estudios quimicos y farmacoldgicos de Bursera cuneata

Estudios previos de la resina de B. cuneata describen la existencia de
monoterpenos, sesquiterpenes y triterpenos pentaciclicos con esqueleto de tipo
ursano y oleano, incluyendo a-amirina (de la Cruz-Canizares et al., 2005). De los

estudios farmacolégicos no se encontré nada.



V. JUSTIFICACION

La actividad antiinflamatoria ha despertado en los ultimos afos un gran interés
cientifico en el area farmacoldgica, principalmente en virtud de la capacidad
potencial de ciertos compuestos de interferir en la evolucién de enfermedades que

cursan con procesos inflamatorios.

En los ultimos afos ha sido creciente la cantidad de publicaciones e investigaciones
alrededor de la comprension de los mecanismos y de las moléculas involucradas en
el proceso inflamatorio. El entendimiento de como el proceso inflamatorio es
activado y como es contenido son elementos claves para desarrollar estrategias

para bloquear o reducir la respuesta inflamatoria.

Ahora bien, dentro del contexto de los productos naturales antiinflamatorios, la
medicina tradicional se ha utilizado para tratar y cuidar a pacientes con
enfermedades que conllevan a procesos inflamatorios. En este sentido, la medicina
tradicional en la actualidad es ampliamente usada en el mundo; por ejemplo, en
Africa su uso esta por encima de 80%, en China alrededor del 40%, mientras que
en Asia y América Latina, las poblaciones continuan usando la medicina tradicional,

como resultado de circunstancias histéricas y creencias culturales (OMS 2015)

El género Bursera comprende alrededor de 80 especies en México y 17 en Morelos.
Estas plantas producen un extenso numero de metabolitos entre los que destacan
los terpenos. Un gran numero de estos compuestos han sido estudiados
farmacoldgicamente, encontrandose actividad anticancerigena y antiinflamatoria.
Asimismo, se han reportado varios de los mecanismos por medio de los cuales
estos triterpenos ejercen su accion antiinflamatoria, entre los que destacan la

inhibicion de enzimas involucradas en la produccion de eicosanoides como las

I



ciclooxigenasas (COX-1 y COX-2) y la fosfolipasa A2 (FLA2); la inhibicion de la
liberacion de citoquinas, histamina y serotonina; y la interaccion con algunas

serina/treonina quinasas (Recio, 2008).

La especie Bursera cuneata, objeto de estudio fue seleccionada de acuerdo a su
uso etnomédico y quimiotaxondmico del género, que se caracteriza por la presencia
de metabolitos con propiedades citotoxicas, antioxidantes y antiinflamatorias. Este
estudio fitoquimico biodirigido pretende profundizar en el conocimiento cientifico de
dicha especie, la cual es utilizada desde tiempos prehispanicos. Sin embargo no
existe evidencia de su posible potencial antiinflamatorio y antihistaminico, siendo
este ultimo estrechamente relacionado al uso que se le da a esta especie en la

Medicina tradicional.

I



VI. HIPOTESIS W0
o

Bursera cuneata presenta compuestos con actividad antiinflamatoria y

antihistaminica.



VIl. OBJETIVO GENERAL I~
o

Aislar compuestos con actividad antiinflamatoria y antihistaminica de B.

cuneata mediante un estudio biodirigido.



I

VIII. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Obtener los extractos organicos de la hojas y tallos de B. cuneata mediante
maceracion con los disolventes de hexano, diclorometano y metanol.

2. Evaluar la actividad antiinflamatoria de los extractos mediante el modelo /in
vivo de edema inducido en oreja de raton con acetato-12-0-
tetradecanoilforbol.

3. Fraccionar el extracto organico de mayor actividad mediante cromatografia
en columna abierta.

4. Evaluar la actividad antiinflamatoria de las fracciones primarias del extracto
mas activo mediante el modelo /n vivo de edema de ratén con TPA.

5. Realizar un fraccionamiento secundario de las fracciones primarias mas
activas por cromatografia en columna abierta.

6. Evaluar la actividad antiinflamatoria de las fracciones secundarias mediante
el modelo /in vivo de edema de ratén con TPA.

7. Aislar y purificar los compuestos presentes en las fracciones secundarias
mas activas por cromatografia en columna abierta.

8. Identificar los compuestos puros por métodos espectroscopicos de
Resonancia Magnética Nuclear.

9. Evaluar la actividad antiinflamatoria de los compuestos puros mediante el
modelo /n vivo de edema de ratdon con TPA.

10.Determinar la actividad antihistaminica de los compuestos puros mediante su

cuantificacion por CLAR.



IX.METODOLOGIA

9.1 Material vegetal

Se recolectaron 600 g de las partes aéreas (hojas y tallos) de B. cuneata en la
localidad de Santa Maria Ahuacatitlan, Cuernavaca Morelos a la altura del 67 km
sobre la Carretera Federal Cuernavaca- México, en abril del 2011. Una muestra de
herbario fue depositada en el Herbario (HUMO) del Centro de Investigacion en

Biodiversidad y Conservacion (CIBYC) de la UAEM para su identificacion.

9.2 Obtencion de extractos

Para la obtencion de los extractos, las partes aéreas (hojas y tallos) se secaron a
temperatura ambiente y a la sombra, posteriormente se molieron con un molino
eléctrico (Pulvex). Para la obtencidn de los extractos se utilizaron solventes de
diferente polaridad (hexano, diclorometano y metanol), en una proporcion de 1 g
planta/5 mL, por 72 horas y por triplicado. En todos los casos se filtré y concentro
en un rotaevaporador Blichi R-200® a una temperatura menor a 40°C para obtener

los extractos crudos.
9.3 Cromatografia en Capa Fina (CCF)

Los analisis cromatograficos en capa fina se efectuaron siguiendo las técnicas
convencionales, utilizando placas de gel de silice (silicagel 60 H x W 20 cm x 20 cm
con indicador fluorescente 254 nm) y varios sistemas de elucién (hexano: acetato

de etilo). Se observo primero con luz ultravioleta (onda corta/onda larga) y como

I
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agentes cromogeno se utilizd sulfato cérico (12 g sulfato cérico, 22.2 ml H2SO4

concentrado, 350 g de hielo - Stahl, 1969). Las fracciones con similitud

cromatografica se reunieron en una sola.
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9.4 Fraccionamiento Primario

Para el fraccionamiento primario del extracto diclorometanico se realizd una
cromatografia en columna abierta (CCA) y se ocupd como fase estacionaria
silicagel, malla (0,2-0,5 mm, 1:20, p/p), como fase médvil una mezcla binaria de
hexano: acetato de etilo (8:2), con una elucion isocratica y un lavado final con

metanol 100%. Se obtuvieron fracciones de 50 mL.

9.5 Fraccionamiento Secundario

Para el fraccionamiento secundario de la fraccion FS-3 se realizé una CCA y se
ocupd como fase estacionaria silicagel, malla (0,2-0,5 mm, 1:20, p/p), como fase
movil una mezcla binaria de hexano: acetato de etilo (9:1), la elucion fue isocratica,

con un lavado final con metanol 100%. Se obtuvieron fracciones de 25 ml.

9.6 B-sitosterol (1) y a-amirina (2)

Para la obtencidn de los compuestos B-sitosterol y a-amirina obtenidos de la
fraccidn FS-3C se realizé una CCA y se ocup6 como fase estacionaria silicagel 60
malla gel (70-230 mm, 1:20, p/p), como fase movil una mezcla binaria de hexano:
acetato de etilo (95:5), la elucién fue isocratica, con un lavado final con metanol
100%. Se obtuvieron fracciones de 10 ml, que fueron purificadas mediante CCF

preparativa, empleando una fase movil de acetato de etilo:hexano, 8:2.



9.7 Acido ursélico (3)

El 4cido ursdlico fue obtenido de la fraccion FS-3E precipito de forma espontanea,

se hicieron lavados con metanol para su recristalizacion.

9.8 Acido morénico (4)

El acido mordnico obtenido de la fraccion FS-3F se precipitdé de forma espontanea,

se hicieron lavados con metanol para su recristalizacion.

9.9 Elucidacion estructural

En un aparato Fisher-Jones se midieron los puntos de fusion para todos

compuestos, se reportan sin corregir.

Los espectros de RMN-"H y RMN-13C en sus modalidades 1D y 2D se determinaron
en un instrumento Varian Unity Inova de 200 y 400 MHz, utilizando cloroformo

deuterado como disolvente.

9.10 Modelo /n vivo de edema inducido en oreja de ratéon con 13-acetato de 12-O-

tetradecanoilforbol (TPA).

Se siguid la técnica descrita por de Young (1989) modificada por Paya (1993). En
este modelo de inflamacidén aguda se utilizaron ratones machos de la cepa CD-1
con pesos entre 25 y 30 g. Una vez recibidos, se trabajé bajo condiciones
estandarizadas: temperatura 22 + 3 ° C, fotoperiodo 12/12 horas de luz/oscuridad;

alimentacion artificial y agua ad /ibitum. Los extractos, fracciones y compuestos se



evaluaron a una dosis de 0.1 mg/por oreja de raton, y se utilizé una n=4 por cada
concentracion. Se aplico de forma tépica 10 yL de una solucion de TPA (0.25
mg/mL) disuelto en acetona en cada una de las orejas. Después de 10 minutos
transcurridos, se aplico en la oreja derecha 20 pL de la solucidén problema (extracto,
fraccidn, compuesto) y en la oreja izquierda 20 pL del vehiculo utilizado. Esto se
hizo para cada uno de las concentraciones de los diferentes extractos. Cuatro horas
después de la aplicacidon del TPA, los animales fueron sacrificados por dislocacion
cervical para tomar una muestra de 8 mm de diametro de ambas orejas por
horadacion. El farmaco de referencia utilizado fue indometacina en las mismas
concentraciones que nuestra muestra. La inhibiciéon del edema se calculé con la

siguiente formula:

wTPA — wmuestra

p ) e Y1
or ciento de inhibicion TPA 00

En donde: wT7TPA fue el peso del edema inducido por TPA solo y wmuestra fue el

peso del edema inducido por TPA con el tratamiento de la muestra.

Para la determinacion de la Dosis Efectiva media (DEso) se evaluaron cuatro

concentraciones (0.03, 0.1, 0.3, 0.5 mg/oreja).

9.11 Cuantificacién de histamina por Cromatografia de alta resolucién.

La concentracion de histamina presente en las orejas tratadas en el ensayo de TPA
se cuantificé por medio de Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (CLAR), marca

Merck Hitachi, con un detector de fluorescencia que se control6 a 350nm de
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excitacion y 450 nm de longitud de onda de emision (Ext. 350, Em. 340); la inyeccion
fue manual. Se utiliz6 una columna RP-18 (13cm de largo, 5um) como fase

estacionaria.

La muestra fue previamente derivatizada con OPA (o-ftaldialdehido); el gradiente
fue isocratico; la fase consistio en 40% de acetonitrilo en buffer de fosfato

monobasico de sodio 50mM a un flujo de 0.7ml/min.

La derivatizacion de la muestra fue por el método modificado de Rice et. a/., 1975.

El reactivo del OPA se preparé 10 mg en 1 ml de metanol.

Muestra: se mezclaron 16.9 pl de muestra + 232.5 ul agua grado HPLC + 50 ul de
NaOH 0.1N. Se esper6é 1min de reaccion, siendo que la muestra estuvo protegida
de la luz. Transcurrido el minuto se agregaron 12.5 pl de OPA y se dej6 transcurrir

4 minutos de reaccion, que se detuvo con 25 pL de HCI 3N.

Para la cuantificacion de histamina se realizé una curva estandar de concentracion

en acido tricloroacético al 10%.

9.12 Analisis Estadistico

Los resultados estan expresados como la media aritmética + error estandar. El
analisis estadistico ha sido realizado mediante el ensayo de varianza ANOVA
seguido de la prueba de. Los valores de p inferiores a 0,05 (*) se consideran

significativos y los de p inferiores a 0,01 muy significativos (**).
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X.RESULTADOS

10.1 Identificacion de Bursera cuneata

La identificacion de la especie Bursera cuneata estuvo a cargo del Bidlogo Gabriel
Franco, se le asignd el numero de vaucher 10680 para agregarlo a la coleccion de
Herbario (HUMO) del Centro de Investigacidn en Biodiversidad y Conservacion

(CIBYC) de la Universidad Autonoma del estado de Morelos.

10.2 Obtencién de extractos organicos de Bursera cuneata

Las hojas y tallos secos pulverizados (600 g) de Bursera cuneata se extrajeron con
solventes de menor a mayor polaridad empezando con hexano, posteriormente con
diclorometano y finalmente con metanol a temperatura ambiente (1g/5mL) por 72
horas, en triplicado cada solvente. Los extractos se concentraron hasta sequedad,
obteniendo residuos secos de: 4.9 g para el extracto hexanico; 8.7 g para el

diclorometanico y 9.1 g para el metandlico.

10.3 Fraccionamiento del extracto diclorometanico de Bursera cuneata

El extracto diclorometanico obtenido se fraccion6 directamente mediante
cromatografia en columna abierta (CCA) utilizando hexano: acetato de etilo (9:1)
como fase movil (6 x 500 mL). Una vez analizadas mediante CCF las diferentes
fracciones, éstas se reunificaron por similitud cromatografica en 5, que se

denominaron FS-1 (2.4 g), FS-2 (0.9 g), FS-3 (1.9 g), FS-4 (1.6 g), and FS-5 (1.5 g).



10.3.1 Fraccionamiento secundario de la fracciéon activa FS-3 del extracto

diclorometanico

La fraccidon FS-3 (1.9 g) se sometioé a un fraccionamiento mediante CCA utilizando
silicagel H (230-400 mesh) (1:20, w/w) como fase estacionaria un gradiente de
hexano y acetato de etilo en proporciones de 4:1 a 0:1. Las fracciones obtenidas
se reunificaron por similitud cromatografica en un total de 6 fracciones de 25 mL,
denominadas: FS-3A (100.3 mg), FS-3B (392.3 mg), FS-3C (313.2 mg), FS-3D
(192.3 mg), FS-3E (381.3 mg), y FS-3F (241.5 mg).

10.4 Aislamiento de compuestos

La fraccion FS-3C (313.2 mg) se cromatografio por CCA (30 x 1.0 cm) usando silica
gel (70-230 mesh) (1:20, w/w) como fase estacionaria y una mezcla de hexano-
acetato de etilo en una proporcién 8:2 como fase movil, obteniéndose un total de 20
subfracciones de 10 mL. De la subfraccion 7-10 (210 mL) se obtuvo una mezcla de
compuestos, los cuales fueron separados por una placa preparativa y denominados

MZ-1 (27.8 mg) y MZ-2 (24.2 mg).

La fraccion FS-3E (381.3 mg) se le realizd una cristalizacion en acetona aislando

un polvo cristalino blanco que se denominé MZ-3 (48.6 mg).

La fraccidon FS-3F (241.5 mg) se le realizé una cristalizacidon usando a mezcla de
metanol y acetato de etilo (1:1) aislando un polvo cristalino blanco que se denominé

MZ-4 (33.3 mg mg).
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10.5 Identificacién de compuestos

10.5.1 B-sitosterol (1)

El compuesto MZ-1 se identifico6 por medios fisicos, cromatograficos y

espectroscopicos como el B-sitosterol (1, 27.8 mg; p.f. 134- 135°C).

La CCF comparativa entre el estandar de B-sitosterol y MZ-1, con una fase movil
hexano:acetato de etilo (85:15), indicé que ambos compuestos presentaron las
mismas caracteristicas cromatograficas: un Rf: 0.54, ausencia de muestra bajo la
lampara de luz U.V. debido a la ausencia de enlaces conjugados capaces de
absorber energia en dicho rango por parte de esta molécula; y al ser revelada con

sulfato cérico amoniacal presenté una mancha del mismo color.

Para confirmar la estructura del compuesto, se analizan las senales del espectro de
RMN H observadas en el espectro 2 y el espectro de RMN 13C observadas en el
espectro 4, cuyos valores de RMN fueron recopilados en la Tabla 8. En el espectro
RMN 'H se observa un perfil caracteristico para compuestos esteroidales, con
sefales intensas a campo alto. La serie de senales desplazadas en este campo del
espectro de RMN 'H se asocian a la presencia de seis metilos: 81.02 singulete (3H,

CH3, H-19), 8 0.93 doblete (3H, CH3, J=6.4 Hz, H-21), dos sefales a 6 0.86 doblete,



I
pero que integra con /=0 Hz para dos hidrégenos se deduce que se trata de dos

singuletes superpuestos (6H, 2CH3, H-26 y H-27), & 0.82 triplete (3H, H-29) y 6 0.68
singulete (3H, H-18). El proton del carbono enlazado a un grupo hidroxilo resuena
en 6 3.52 (1H, ddd, J=15.4, 10.5, 4.8 Hz), que es una sefnal caracteristica para el
hidrogeno ubicado en posicidon 3 del anillo esteroidal, que de acuerdo a las
constantes de acoplamiento permite ubicar el grupo hidroxilo en orientacion . Los
espectros del compuestos MZ-1 han sido registrados en CDClIs (400 MHz) y los
valores obtenidos coinciden con los citados por Pozzo-Balbi et al. (1978) para el B-

sitosterol.

B-sitosterol (1)



Tabla.8 Datos obtenidos en el espectro de RMN 13C y de RMN "Hrealizado en CH;0D (400

MHz).

Posicion 13C H
1 375 1.47
2 31.9 1.56
3 72.0 3.52 (1H, ddd, J=15.4, 10.5, 4.8 Hz),
4 42.5 2.28
5 140.9 -
6 121.9 5.36 (t,1H J=6.4 Hz)
7 321 2.03
8 321 1.67
9 50.3 1.49
10 36.7 -
11 21.3 1.52
12 39.9 1.49
13 42.6 -
14 56.9 1.50
15 26.3 1.60
16 28.5 1.84
17 56.3 1.49
18 11.3 0.68
19 19.2 1.02
20 34.2 1.64
21 26.3 0.93 (d,3H J=6.4 Hz)
22 36.5 0.88
23 23.3 1.04
24 12.2 1.50
25 46.1 1.65
26 20.1 0.86 (t,3H J=7.2 Hz)
27 19.6 0.86 (t,3H J=7.2 Hz)
28 19.0 1.04
29 12.0 0.82 (d,3H J=6.4 Hz)
30 - 2.0

o
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10.5.2 a-amirina (2)

El compuesto MZ-2, al igual que el compuesto anterior, se identificé por medios
fisicos, cromatograficos y espectroscopicos como el a-amirina (2, 24.2 mg; p.f. 184-
186 °C; Rf: 0.50, CH2Cl2: MeOH 9:1)

La CCF comparativa entre el estandar de a-amirina y MZ-2, con una fase movil
CH2Cl2: MeOH (9:1) mostr6 que ambos compuestos tienen las mismas
caracteristicas: un Rf: 0.50, ausencia de muestra bajo la lampara de luz U.V. y al
ser revelada con sulfato cérico amoniacal una banda del mismo color.

Para confirmar la estructura del compuesto, se analizan las senhales de de RMN H
observadas en el espectro 5 y el de RMN '3C observadas en el espectro 6,
recopiladas en la Tabla 9. El compuesto MZ-2, a diferencia del anterior, es un
triterpeno pentaciclico, en el espectro de RMN-'H muestra una sefial a 5.17 (t, J=
3.6) y se obtuvo otra a 3.12 (1H, dd J= 11.2 y 4.3) que es la caracteristica de los
triterpenos con un 3-OH y que ha de asignarse al proton axial H-3. Se observaron
ademas seis senales intensas que corresponden a metilos atribuidos a un esqueleto
ursano. Los espectros de los compuestos MZ-2 han sido registrados en CDCl3 (400

MHz) y los valores obtenidos coinciden con los citados por Olafsson et al. (1997).

a-amirina (2)



Tabla.8 Datos obtenidos en el espectro de RMN 13C y de RMN "Hrealizado en CH;0D (400

MHz).
Posicion 13C H
1 38.2
2 28.2
3 76.8 3.12 (1H, dd J=11.2 y 4.3)
4 38.8
5 54.8 0.67 (d, J=11.2)
6 18.0
7 32.7
8 40.0
9 47.1
10 36.7
11 22.9
12 124.5 5.17 (t, J= 3.6)
13 138.2
14 41.6
15 27.2 1.94 (td, J=4.5; 13.5 H)
16 25.6 1.76 (td, J=5.0; 13.5 H)
17 33.7
18 594
19 389.4
20 39.1
21 304
22 41.5
23 28.1 0.93(s)
24 15.9 0.74(s)
25 15.9 0.71(s)
26 16.9 0.86(s)
27 23.3 1.10(s)
28 28.6 0.94
29 17.9 0.83(d, J=6.0 Hz)
30 21.1 0.72 (d, J=7.0 Hz)
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10.5.2 Acido morénico (3)

El compuesto MZ-3, se identific6 por medios fisicos, cromatograficos y
espectroscopicos como el acido moronico (3, 48.4 mg; m.p. 210-211 °C; Rf: 0.72,

AcetOH: MeOH 8:2).

Para confirmar la estructura del acido moronico (3), se analizaron las sefiales del
espectro de RMN 'H observadas en el espectro 8 y el espectro de RMN 13C
observadas en el espectro 9 y recopiladas en la Tabla 10. El acido morénico (3), se
obtuvo como cristales incoloros. Su espectro de 'H NMR muestra sefnales
correspondientes a siete metilos terciarios (6H 1.08, 1.03, 1.02, 1.00, 0.97, 0.94,
0.79), un proton olefinico (&H 5.16, s), y un grupo oximetileno (6H 3.43, d J~ 11.2
Hz; 3, 97,d J~ 11.2 Hz). Su espectro de 3C RMN mostré sefales para 30 carbonos,
incluyendo una cetona (6C 221.5), un carboxilo (6C 179.5), un doble enlace (6C
133.5 y 136.6); los otros 25 carbonos tenian cambios quimicos de 6C 14.8 a 55.2.
Sobre la base de 1H. Se determinaron los espectros de 1H COSY, HMQC y HMBC,
1 ser un triterpenoide de tipo oleanano con un doble enlace (C-18), un grupo
oximetileno (C-23) y un carboxilo Grupo (C-28) (Figura 1). El espectro de 13C RMN
de 1 fue similar a la del acido morénico (6). Por lo tanto, la estructura planar de 1.

Se determind que era acido 23-hidroximoronico. En el 2D Espectro NOESY de 1,
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un protdn oximetileno (&H 3.97) correlacionada con C-25 (& H 0.89), y tanto el

oximetileno Los protones (&H 3.43 y 3.97) mostraron correlaciones con C-24 (&aH

1.27) (Figura 2). Asi, la estructura fue asignada como Acido morénico (3).

Acido morénico (3)



Tabla 10. Datos obtenidos en el espectro de RMN 8C y de RMN 'Hrealizado en CH;0D LN

LN

(400 MHz)
Posicién 3C 1H
1 39.7
2 33.8
3 2215 3.43,dJ=11.2 Hz; 3,97,d J=11.2 Hz
4 47.1
5 54,7 0.67 (d, 1H J=11.6 Hz2)
6 19.5
7 32.2
8 40.0
9 47.7
10 36.9
11 21.3
12 25.5
13 41.3
14 42.4
15 29.2 1.94 (td, 1H J=13.5,4.5, Hz)
16 33.6 1.76 (td, 1H J=5.0, 13.5 Hz)
17 47.7
18 136.6 5.17 (t, 1H J= 3.6 Hz)
19 133.5
20 31.9
21 33.3
22 26.7 1.85 (td, 1H J= 3.0, 7.0 HZz)
23 20.8 0.93 (s)
24 16.6 0.74(s)
25 15.6 0.73(s)
26 14.8 0.89(s)
27 23.2 1.01(s)
28 179.5 0.94(s)
29 30.4 0.85(s)
30 29.4 0.73(s)




10.5.4 Acido ursolico

El compuesto MZ-4, se identific6 por medios fisicos, cromatograficos y
espectroscopicos como el acido ursdlico (4, 24.2 mg; p.f. 184-186 °C; Rf: 0.50,
Hexano: Acetato de Etilo 7:3)

La CCF comparativa entre el estandar de acido ursoélico y MZ-4, con una fase movil
Hexano: Acetato de Etilo 7:3 tienen las mismas caracteristicas ambas un Rf: 0.50,
ausencia de muestra bajo la lampara de luz U.V. y al ser revelada con sulfato cerico

amoniacal una mancha del mismo color.

Para confirmar la estructura del compuesto, se analizan las senales del espectro de
RMN 'H observadas en el espectro 12 y el espectro de RMN 13C observadas en el
espectro 13 y recopiladas en la Tabla 11. Como se esperaba resultdé un espectro
complejo por la cantidad de protones que se acoplan y multipletes solapados. Se pueden
destacar algunas senales caracteristicas como las de O-H (d,  4.17) y de los protones del

carbono C6 (m, 6 3.3) y 13C (t, 8 5.23).

Acido ursélico (4)
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Tabla 11. Datos obtenidos en el espectro de RMN C'3 y de RMN H' realizado en CH;0D L)

(400 Mz)
Posicion 13C 1H

1 36.99
2 55,27
3 38.71 3.16 (dd, 1H J=5.1 Hz)
4 38.87
5 27.47 0.67 (d, 1H J=11.6 Hz)
6 77.30
7 39.57
8 33.18
9 47.50
10 18.48
11 138.63
12 42.1 5.06 (t, 1H J= 3.2 H2)
13 125.04
14 42.0
15 127.2 1.94 (td, 1H J= 13.5,4.5, Hz)
16 26.6 1.76 (td, 1H J=5.0, 13.5 Hz)
17 23.7
18 49.0
19 24.6
20 53.6
21 28.2
22 315 1.85 (td, 1H J= 3.0, 7.0 H2)
23 38.1 0.93 (s)
24 39.6 0.74(s)
25 39.6 0.73(s)
26 28.8 0.89(s)
27 15.2 1.01(s)
28 16.1 0.94(s)
29 17.4 0.85(s)
30 234 0.73(s)




10.6 Porcentaje de inhibicion de edema auricular

El ensayo utilizado para determinar la actividad antiinflamatoria fue el edema
inducido en oreja de ratdon por TPA. Este ensayo permiti6 monitoriar la actividad
biolégica de los extractos, fracciones y compuestos aislados, empleando la
concentracion de 0.1 mg/oreja de ratdn. A continuacion se presentan los resultados

obtenidos de este ensayo.

10.6.1 Evaluacion de los extractos

En la Tabla 12 se reportan los porcentajes de inhibicidn de las orejas tratadas con
los extractos organicos. Se puede observar que todos los extractos mostraron
actividad antiinflamatoria con respecto al farmaco control (Indometacina) y que de
los tres extractos evaluados el diclorometanico (89.1 £ 2.2 %) es el que presento la

mayor actividad.

Tabla 12. Evaluaciéon del efecto antiinflamatorio de los extractos obtenidos de B.

cuneata a una dosis de 0.1 mg/oreja de ratén.

Extracto/Compuesto % de Inhibicion
Hexanico 53.3+1.2
Diclorometanico 89.1+22
Metandlico 774 +18
Indometacina 415+0.8

Los extractos y la indometacina fueron administrados tépicamente. Los datos
muestran la media £ S.E.M. 7= 4 animales. * p, 0.05 and ** p, 0.01 con respecto al

grupo control analizados por el test de Tukey.



10.6.2 Fraccionamiento primario

Una vez que se obtuvieron los resultados de las actividades de los extractos
organicos se decidio fraccionar el extracto diclorometanico de B. cuneta, esto con
la finalidad de identificar los compuestos activos. Los resultados demostraron
actividad antiinflamatoria en todas las fracciones dado que sus porcentajes de
inhibiciones fueron superiores a la obtenida en el control indometacina, siendo la

fraccion FS-3 (85.1 £ 1.8 %) la mas activa, ver Tabla 2.

Tabla 13. Evaluaciéon del efecto antiinflamatorio de los extractos obtenidos de B.

cuneata a una dosis de 0.1 mg/oreja de raton.

Muestra % de Inhibicién

FS-1 66

FS-2 55

FS-3 85.1+1.8

FS-4 44

FS-5 34

FS-6 25
Indometacina 415+ 0.8

Los extractos fueron administrados tépicamente. Los datos muestran la media *
S.E.M. = 4 animales. * p, 0.05 and ** p, 0.01 con respecto al grupo control

analizados por el test de Tukey.



10.6.2.1 Fraccionamiento secundario de FS-3

Del fraccionamiento secundario de FS-3 (85.1 + 1.8%), se obtuvieron seis
fracciones (FS-3A a FS-3F), las cuales al ser evaluadas mostraron una importante
actividad antiinflamatoria tres de ellas (FS-3C, FS-3E y FS-3F) respecto al farmaco

control indometacina.

Tabla 14. Evaluacion del efecto antiinflamatorio de FS-3 a una dosis de 0.1 mg/oreja

de raton.
Fraccion % de inhibicion

FS-3A 66
FS-3B 55
FS-3C 77.8+0.8
FS-3D 44
FS-3E 72.8+1.4
FS-3F 78.8+0.7

Indometacina 415+ 0.8

Los extractos fueron administrados topicamente. Los datos muestran la media *
S.E.M. = 4 animales. * p, 0.05 and ** p, 0.01 con respecto al grupo control

analizados por el test de Tukey.



10.7 Actividad antiinflamatoria de los compuestos aislados de B. cuneata i
O
Los compuestos obtenidos de las fracciones FS-3C, FS-3E y FS-3F fueron: B-
sitosterol (1) y a-amirina (2) de la primera fraccion, acido moronico (3) de la segunda

y acido ursolico (4) de la tercera, en ese orden.

Todos los compuestos mostraron actividad por arriba del farmaco control, cabe

resaltar que el compuesto con mayor efecto antiinflamatorio fue el acido morénico

3).

Tabla 15. Evaluacion del efecto antiinflamatorio de los compuestos obtenidos de la

fraccidn FS-3 a dosis de 0.1 mg/oreja de ratén.

compuestos % de inhibicién
B-sitosterol (1) 451+1.8
a-amirina (2) 449 +1.2
Acido morénico (3) 73.3% £ 1.1
Acido ursolico (4) 57.2% +1.7
Indometacina 415+ 0.8

Los extractos fueron administrados topicamente. Los datos muestran la media +
S.E.M. = 4 animales. * p, 0.05 and ** p, 0.01 con respecto al grupo control

analizados por el test de Tukey.



10.8 Dosis inhibidora media (Dlso) de la actividad antiedematogénica del acido

morénico (3)

El analisis de la curva de concentracion-respuesta establece que el acido moroénico
(3) inhibi6é la inflamacion inducida por TPA de una manera dependiente de la
concentracion. La actividad principal se obtuvo con la mayor concentracion utilizada

(0.5 mg/oreja) y presentd un Emax de 90.10% + 0.6 y un Dlsg de 0.09 mg/oreja (Fig.

3A).

Grafica 1. Dosis inhibitoria media (Dlso) de la actividad antiinflamatoria del acido

moronico (3)
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Los extractos fueron administrados topicamente. Los datos muestran la media *

S.E.M. = 4 animales. *p, 0.05 and ** p, 0.01 con respecto al grupo control

analizados por el test de Tukey.



10.9 Actividad antihistaminica de los compuestos aislados de B. cuneata.

Los tejidos de oreja tratados con TPA y con los compuestos puros (1-4) se
sometieron a cuantificacion de histamina usando un analisis de HPLC. Todos los
compuestos disminuyeron los niveles de histamina a una dosis de 0.1 mg/oreja, que
fue similar al de la indometacina (Tabla 1). Los compuestos mas activos fueron el
acido moronico (3) con 73.3% % 1.1 y el acido ursolico (4) con 57.2% + 1.7 a
concentraciones de 0.1 mg/oreja; en comparacion con la indometacina (33.8 +

0.8%), siendo que el acido mordnico fue casi dos veces mas potente.

Tabla 16. Evaluacion del efecto antiinflamatorio de los compuestos dosis de 0.1

mg/oreja de raton.

Muestra % Inhibicién de histamina
B-sitosterol (1) 551+ 1.5
a-amirina (2) 479+ 0.9
acido moronico (3) 733+ 1.1
acido ursoélico (4) 57.2% £ 1.7
Indometacina 33.8+0.8

Los extractos y el control indometacina fueron administrados topicamente. Los
datos muestran la media + S.E.M. 7= 4 animales. * p, 0.05 and ** p, 0.01 con

respecto al grupo control analizados por el test de Tukey.

o
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10.9.1 Dosis inhibidora media (Dlso) de la actividad antihistaminica del acido

morénico (3).

El analisis de la curva de concentracidon-respuesta de la actividad antihistaminica
establece que el acido moroénico (3) inhibié la histamina de una manera dependiente
de la concentracion, siendo que la actividad principal se obtuvo con la mayor
concentracion utilizada (0.5 mg / oreja) y que presentdé un Emax de 90.10% + 0.6 y

un Dlsp de 0.09 mg/oreja (Grafica 2).

Grafica 2. Dosis inhibitoria media (Dlso) de la actividad antihistaminica del acido
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Los extractos y el control indometacina fueron administrados tépicamente. Los
datos muestran la media £+ S.E.M. = 4 animales. * p, 0.05 and ** p, 0.01 con

respecto al grupo control analizados por el test de Tukey.



XI. DISCUSION

Un gran numero de enfermedades inflamatorias se hacen comunes en la sociedad
adulta en todo el mundo, como artritis reumatoide, cancer, inflamacion intestinal, de
las mas importantes. Los medicamentos antiinflamatorios empleados en la clinica
tienen la desventaja de efectos secundarios y del alto costo de tratamiento. Como
alternativas contamos con las medicinas tradicionales y productos naturales. En los
ultimos 20 afos la familia Burseracea ha cobrado gran interés en el mundo debido
a sus propiedades farmacoldgicas, destacando la actividad antiinflamatoria de sus
resinas aromaticas (Duwiejua, 1993; Poehland, 1987). Los compuestos obtenidos y
responsables de esta actividad pertenecen diferentes a clases quimicas tales como

flavonoides, terpenos, alcaloides y lignanos.

En México, existen alrededor de 100 especies del género Burseray 30 especies
dentro del estado de Morelos, siendo una de ellas B. cuneata comunmente llamada
copal, los copales seccion Bullockia como B. cunealfa son utilizadas por sus
propiedades medicinales desde épocas muy antiguas y que actualmente contindan

empleandose en la medicina tradicional para

El estudio biodirigido de B. cuaneata se realiz6 mediante el método /n vivode edema
de oreja inducido con TPA, a dosis de 0.1 mg/oreja. Este ensayo es un método
ampliamente utilizado para evaluar sustancias con posible actividad anti-
inflamatoria, ya que es capaz de disparar los mecanismos del proceso inflamatorio
agudo de forma similar a la observada en la clinica (Di Rosa y col., 1971; Garcia y

col., 1973 y Vinegar y col., 1968).

I



El estudio biodirigido de los extractos obtenidos de B. cuneata demuestra que los 0o
tres extractos fueron activos en comparacion con la indometacina, siendo el extracto O
diclorometanico el mas activo y el hexananico el de menor actividad. Dado que el
extracto diclorometanico fue el extracto mas activo se decidié realizar su
fraccionamiento, con la fraccion mas activa FS-3. El fraccionamiento secundario de
FS-3 nos llevé a aislar cuatro compuestos: un esterol (1) y tres triterpenos
pentaciclicos (2-4), siendo de estos ultimos, dos con esqueleto tipo ursano (2y 4) y
uno con un esqueleto oleanano (3). El acido mordnico fue el mas abundante (12.1%)
y en menor proporcion fueron el acido ursolico (4, 6.5%), B-sitosterol (1, 4.7%) y o-
amirina (2, 3.2%), en ese orden. Los compuestos 1, 2 y 4 fueron previamente
identificados en el género Bursera (Navarro et al., 2001), pero el acido moronico (3)

es la primera vez que se reporta.

Todos los compuestos aislados (1-4) disminuyeron el edema inducido por TPA, a
dosis de 0.1 mg/oreja y presentaron mayor actividad que el control positivo (Tabla
1). Una revision exhaustiva en la literatura sobre las propiedades antiinflamatorias
de los compuestos aislados revel6 que los compuestos (1-4), en este modelo
murino, fueron reportados previamente por Carretero et al., 2007; Navarro et al.,
2001 y Bannoa et al, 2004 y Yasukawa et al., 2012, respectivamente. Los

resultados obtenidos en este trabajo coinciden con los descritos previamente.

En el ensayo de TPA, se observa que el acido morénico (3) fue el compuesto mas
activo, seguido por el acido ursélico (4), el B-sitosterol (1) y la a-amirina (2). Estos
resultados concuerdan con lo descrito previamente por Honda (Honda et al., 2000)

en sus estudios relacién estructura-actividad (SAR), en donde se utilizaron



compuestos con esqueletos ursano y oleanano, demostrando lo siguiente: a) el [
esqueleto tipo oleanano es mas activo que el esqueleto de ursano; b) la presencia O
de un grupo ceto en C-3 y grupos carboxilo en C-17 en el esqueleto tipo oleanano
aumenta la actividad antiinflamatoria; y ¢) un aumento en el numero de grupos
funcionales oxigenados aumenta el efecto (Fig. 4).

Ademas, podriamos agregar un punto final a esta lista, sugiriendo que la presencia

de un doble enlace en el anillo E en la posicién C-18 y C-19 aumenta la actividad

v
N
L)

a) Tipo oleanano a) Tipo ursano a) Tipo ursano
b) Grupo ceto en C-3 b) Grupo carboxilo en
c) Grupo carboxilo en C-17

Figwa. Triterpenos pentaciclicos con mayor actividad antiinflamatoria por sus estructuras

quimicas.

antiinflamatoria en este ensayo (Fig. 5). Esto se puede fundamentar al comparar los
resultados obtenidos por Ginner et al., 2000 del acido oleandnico (5) y los obtenidos
en nuestro estudio del acido morénico (3), ambos probados en el ensayo de TPA a
una dosis de 0.5 mg/oreja. La actividad del acido morénico (3) fue mejor que del
acido oleandnico, y la unica diferencia entre sus estructuras quimicas es la
presencia de un doble enlace en el carbono C-18 y C-19 (Fig. 6). Sin embargo, esto

tendria que ser demostrado experimentalmente.



(3) 86.9 %

Figura 6. Comparacién de las estructuras quimicas de acido oleanoénico y acido moroénico

y su influencia para la actividad antiinflamatoria.

En las ultimas décadas ha aumentado el interés en el estudio de farmacoldgico de
los triterpenos, dado que en algunas especies vegetales son los principales
responsables de la actividad antiinflamatoria. Una busqueda exhaustiva en la
literatura arroja que el acido ursolico (4) es uno de los compuestos mas estudiados
con un resultado de no menos de 520 actividades biolégicas, dentro de las mas
importantes, como un potente agente antiinflamatorio. En modelos de inflamacién
aguda, tales como el edema de la oreja de ratén inducido por propiolato de etilfenilo
(EPP), asi como en el edema de la pata de rata inducido por la carragenina, este
terpeno ha exhibido actividad inhibitoria de la formacién del edema (Recio y col.,
1995a; Recio y col., 1995b). Este compuesto no solo inhibe la elastasa en los
leucocitos humanos, sino ademas la actividad de la 5-lipoxigenasa y de la
cicloxigenasa (Safayhi y col., 1997; Naijid y col., 1992). La a-amirina ha resultado
poseer muy interesante actividad antiinflamatoria en modelos de inflamacion aguda

por carragenina, asi como inhibidos de COX-1y COX-2 y NO.
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Para el caso de a-amirina (1), ampliamente distribuida en la naturaleza, ésta inhibe fo)
las enzimas involucradas en la produccion de eicosanoides, como COX-1, COX-2y O
PLA>, asi como la inhibicion de NO. En el caso del B-sitosterol (2), se sabe que
inhibe la infiltracion de leucocitos (Navarro et al., 2001), y en el caso del acido
ursolico (4), se reporta que la actividad antiinflamatoria de esta molécula se lleva a
cabo mediante la inhibicion de las vias COX, 5-lipoxigenasa y elastasa (Safayhi et
al., 1997; Najid et al., 1992). Sin embargo, segun nuestro conocimiento, en el caso
del acido mordnico (3), se encontré de una actividad vasorrelajante por inhibicion

de las enzimas eNOS que redujo la produccion de NO (Rios et al., 2012).

Ademas, evaluamos los efectos de estos triterpenos naturales en la inhibicién de la
histamina. Se observo un alto nivel de histamina en las orejas tratados con TPA
para la induccién de la inflamacion. Un tratamiento previo tépico de acido morénico
(3) y ursdlico (4) afectd profundamente los niveles de histamina, seguido de -
sitosterol (1) y a-amirina (2). Estudios previos muestran que los compuestos a-
amirina (2) y acido ursolico (4) inhiben la liberacion de histamina a partir de
mastocitos de rata inducida por el compuesto inhibidor 40/80 (Na-Ra et al., 2014;
Tsuruga et al., 1991). Ademas, el B-sitosterol (1) reduce los niveles de histamina en
el suero de ratones NC/Nga tratados con DNFB Oliveira et al., 2004. Para el acido
mordnico (3), este es el primer informe que demuestra su efecto en la disminucién
de los niveles de histamina. El ensayo de TPA no sd6lo nos permitié cuantificar la
histamina, sino que también sugiri6 que el acido moroénico actu6 como un
estabilizador de los mastocitos, dado que la histamina presente en este modelo /in
vivo proviene principalmente de los mastocitos (Cook et al.,, 2011). Si el acido

mordnico previniera la desgranulacion de los mastocitos, no sélo inhibiria la



liberacion de histamina, sino que también evitaria la liberacion de otros metabolitos, )
como PG2, leucotrienos, citosinas y el factor de crecimiento. Este efecto dual aporta ™~
beneficios, primero, al prevenir las manifestaciones de la inflamacion alérgica
causada por la histamina y, segundo, al prevenir los eventos de la cascada de la
inflamacion debido a la inhibicidn de los eventos mediados por las citoquinas u otros
metabolitos derivados de los mastocitos en las células proximales. Se habra que

realizar experimentos /n vifro para corroborar esta hipotesis.

Nuestros hallazgos respaldan el uso tradicional de B. cuneala, que es rica en
triterpenos  pentaciclicos, para inducir actividades antiinflamatorias 'y

antihistaminicas para el tratamiento de procesos inflamatorios.



X1l. CONCLUSION

La hipdtesis resultd correcta puesto que se aislaron compuestos

antiinflamatorios y antihistaminicos de las partes aéreas de B. cuneata.

Todos los extractos (diclorometanico 89.1 + 2.2%, hexanico 53.3 + 1.2% y
metandlico 77.4 + 1.8%) moestraron actividad antiinflamatoria, en

comparacion a la indometacina (39.8 + 0.8%).

El extracto diclorometanico (89.1 + 2.2%) indic6 una actividad antiinflamatoria

mayor a los otros dos extractos y a la indometacina (39.8 + 0.8%).

De la fraccion mas activa (FS-3) del extracto diclorometanico se aislaron 4
compuestos identificados como B-sitosterol (1), a-amirina (2), acido ursélico

(3) y acido mordnico (4).

Todos los compuestos mostraron actividad antiinflamatoria sobre el modelo
in vivo de edema inducido en oreja de raton: (-sitosterol (45.1 + 1.8 %), a-
amirina (44.9 + 1.2 %), acido mordnico (68.1 + 1.3) y acido ursdlico (61.6 +

2.1 %), en comparacion con la indometacina (39.8 + 0.8%).

El acido moronico (3) fue el compuesto que presentd mayor actividad

antiinflamatoria entre los compuestos.
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v' Todos los compuestos mostraron mayor actividad antiihistaminica (-
sitosterol (65.1 £ 1.5 %), a-amirina (47.9 £ 0.9%), acido mordnico (73.3 *
1.1 %) y acido ursolico (72.2 £ 1.7 %) en comparacion con la indometacina

(33.8 £ 0.8 %).

v El acido ursolico y el acido moronico fueron los compuestos que presentaron

mayor actividad antihistaminica entre los compuestos.

v La actividad antiinflamatoria y antihistaminica del extracto diclorometanico se
debe a la presencia de los compuestos B-sitosterol (1), a-amirina (2), acido
moronico (3) y acido ursdlico (4). Dichas moléculas son parte del contenido
metabdlico responsable de la actividad antiinflamatoria y antihistaminica que
se le atribuye a las hojas vy tallos de B. cuneata en la Medicina Tradicinal
Mexicana, por lo que este estudio fitoquimico biodirigido contribuye a generar
las bases cientificas para la obtencion de estructuras y fuentes novedosas

con potencial antiinflamatorio y antihistaminico.
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Xlll. PERSPECTIVAS

v" Del extracto diclorometanico de B. Cuneata :

o Aislar los compuestos de las fracciones primarias FS-3A; FS-B; FS-
3D del extracto diclorometanico, dado que también presentan
actividad antiinflamatoria.

o De los compuestos encontrados ver las sinergias dentro de las

actividades antiinflamatoria y antihistaminica.

o Del acido morénico (3):
= ver el posible mecanismo de accidn por otras vias tales como:
IL-6, TNFa, COX-1, COX-2 Etc.
= Determinar la toxicidad (DLso)

= Elaboracién de una formulacion tépica.

o Realizar la sintesis de nuevas moléculas, a partir de los triterpenos

reportados en este trabajo de investigacion, para la produccion de

nuevos farmacos o posibles mejoras en los ya existentes.

v" De los otros extractos de B. Cuneata:

o Realizar el fraccionamiento biodirigido del extracto metandlico, dado

que también presentd actividad antiinflamatoria.
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