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Resumen

Bursera grandifolia (B. grandifolia) es una especie vegetal con corteza exfoliante
considerada como cuajiote, su distribucion abarca gran parte de la costa del pacifico de
México y es utilizada en la medicina tradicional mexicana para tratar padecimientos
respiratorios, como bronquitis, influenza, tosferina y en infecciones de pulmén. Sin
embargo, los estudios fitoquimicos y farmacolégicos relacionados con su actividad

antiinflamatoria son escasos.

Sefalado lo anterior, el objetivo principal de este trabajo fue realizar un estudio
fitoquimico y evaluar la actividad antinflamatoria del extracto de diclorometano obtenido de
las hojas de B. grandifolia colectadas en el estado de Morelos cuyo rendimiento fue de
1.36%.

El extracto de diclorometano se fracciond6 haciendo uso de la técnica de
cromatografia en columna (CC) utilizando disolventes organicos de polaridad ascendente,
el trabajo cromatografico permitié obtener 6 grupos de fracciones, de acuerdo al monitoreé
por cromatografia en capa fina se decidié continuar el proceso de purificacion con las
primeras 5 fracciones. La fraccibn menos polar se analizé por cromatografia de Gases
Acoplada a Espectrometria de Masas (CG-EM) observando 16 picos con tiempos de
retencion (Tr) en un rango de 15 a 38 min. De acuerdo con la biblioteca del equipo se
identificaron cinco &cidos grasos, un sesquiterpeno y vitamina E, cuatro triterpenos
pentaciclicos: lupeol (14), lupenona (13), B-amirina (12), B-amirinona (11) como productos
principales. De las fracciones posteriores se identific6 el esterol B-sitosterol (17); los
triterpenos de esqueleto lupano: 3-epilupeol (18), lupeol (14) y 1,3-lupandiol (20); y uno de

tipo ursano, a-amirina (19), estos fueron analizados por 1H-RMN.

Finalmente, la actividad antiinflamatoria in vitro del extracto de diclorometano se
llevé a cabo midiendo la inhibicién de éxido nitrico en macréfagos murinos RAW 264.7,

teniendo como resultado una baja Clso de 15.26 + 0.88 pg/mL.

Con base a lo anterior, el andlisis fitoquimico y la evaluacién antiinflamatoria
permiti6 establecer, por un lado, el contenido quimico presente en las hojas de B. grandifolia
y establecer la participacion de sus componentes principales en el efecto biologico

mostrado por el extracto.
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1. INTRODUCCION

La medicina natural ha sido utilizada por la humanidad desde sus origenes y
constituye una fuente potencial para el estudio de compuestos naturales con propiedades
antiinflamatorias resultante de la presencia de flavonoides y monoterpenos, el empleo de
estos productos naturales, asi como sus derivados ha tenido gran impacto en la vida
humana ya que estos son usados como farmacos en enfermedades y padecimiento

relacionados con la inflamacion.

Por otra parte, México siendo el quinto pais con mayor biodiversidad del mundo
(Villasefior et al., 2014), alberga alrededor de 22, 259 especies vegetales, sin embargo, aln

existe gran ignorancia sobre el desarrollo, aplicacién y distribucion de estas especies.

El género Bursera forma parte de las plantas medicinales de uso popular en México,
su distribucion se situa desde el sur de los Estados Unidos hasta Sudamérica, pero abunda
notablemente en la vertiente del pacifico de México, en donde se pueden encontrar
alrededor de 84 especies, de las cuales 80 son endémicas (Becerra, J. 2005), sus
cualidades biolégicas se atribuyen a la variedad de metabolitos secundarios de tipo
diterpenos, triterpenos, esteroles y lignanos principalmente (Canales et al., 2005;
Carretero et al.,, 2008; Serrano et al., 2012; Carrera et al., 2014; Messina et al., 2015).
Especificamente el estado de Morelos cuenta con 17 de estas especies, entre las que
destaca la especie B. grandifolia. Algunos estudios hacen alusién a que B. grandifolia es
utilizada de manera medicinal para problemas respiratorios, como bronquitis, influenza,
tosferina y en infecciones de pulmén, ademas de ser empleada en la elaboracién de
incienso, barniz, unglentos y tintas litograficas (Bullock, A. 1936; Martinez, M. 1959;
Monroy et al., 2000).

Este trabajo de investigacion esta orientado al estudio quimico de la especie B.
grandifolia cuyos resultados contribuirdn al conocimiento de su contenido fitoquimico, asi
como la evaluacion de la actividad antiinflamatoria con la finalidad de validar el uso popular

que se le atribuye.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Medicina tradicional

La medicina tradicional es parte del acervo cultural de la humanidad desde épocas
prehispanicas, es la forma mas antigua de estudios médicos que ha conocido el hombre. Al
respecto, la medicina natural, también es conocida como medicina botanica, fitoterapia o
medicina herbaria basada en el uso de plantas medicinales y es utilizada por el hombre
para tratar diversas enfermedades. Una planta medicinal tiene la capacidad de prevenir y/o
curar enfermedades de caracter humano a partir de metabolitos secundarios, conocidos
como principios activos, que son caracteristicos de cada especie, los cuales le brindan

propiedades analgésicas, antiinflamatorias, entre otras (Cabrera, J. 2014).

La historia de la medicina herbolaria tiene sus origenes desde el inicio de la historia
del ser humano sobre la tierra, al tener contacto con la naturaleza fue desarrollando ciertas
costumbres y adquiriendo experiencias mediante ingesta accidental o voluntaria de algunas
especies de vegetales y plantas. Gran parte de la historia de la medicina tradicional se
engloba en algunos textos antiguos, en Pen Taso (2.800 a. C.) que cita plantas conocidas

como el alcanfor y el ginseng (Cruz, S. 2007).

En cuanto a la reglamentacion la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) no sélo
reconoce la importancia de las terapias tradicionales y su alcance en el ambito mundial,
sino que incluso ha creado una oficina de medicinas tradicionales, destacando que siguen
poco normalizadas. En México como parte de la regulacion del uso de farmacos y herbolaria
mexicana se emplea la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos (FEUM). Su origen
se remonta a la época prehispanica donde a algunos habitantes se les dio la tarea de
organizar las caracteristicas y usos de sus préacticas curativas, en 1821 se publica el
Formulario Magistral y Memorial Farmacéutico de Garssicourt, considerado como el
antecedente directo de una farmacopea nacional, en consecuencia en 1846 se crea la
primera Farmacopea Mexicana redactada por la Academia Farmacéutica de la capital de la
Republica, la cual pretendia armonizar la practica farmacéutica en todo el territorio aunque
su uso de no fue obligatorio en todo el territorio nacional, debido a que la legislacion

sanitaria era practicamente inexistente (Farmacopea Mexicana, 2020; Schifter et al., 2009).
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Por su parte, la Farmacopea Mexicana en relacién de productos de origen vegetal
rebasan los 450, de las especies compendiadas abundan los sudorificos (como la
dulcamara), los sedantes o narcéticos, (como el aconito o el estramonio), los ténicos fuertes
(como el ahuehuete y la almaciga), los eméticos (como el azafrancillo), laxantes,
estimulantes, diuréticos y una gran variedad de hierbas arométicas. Asi en 1974 la
Farmacopea Nacional de los Estados Unidos Mexicanos, cambia su nombre por
Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos (FEUM). Por otro lado las monografias
oficiales de la FEUM (2008) comprende especies vegetales como: Romero (Rosmarinus
officinalis L.), Epazote (Chenopodium ambrosioides L.), Canela [Cinnamomum cassia
(Nees)], Boldo hoja (Peamus boldus Molina), Ajenjo hierba (Artemisia absinthium L.),
Jamaica flor (Hibiscus sabdariffa L) , Manzanilla flor (Matricaria Recutita L.), Anis de estrella
semilla (lllicum verum Hokker), Hierbabuena hojas (Mentha x piperita L.), Hinojo amargo
fruto (Foeniculum vulgare Mill.), (figura 1) entre otras (Schifter et al., 2009), ademas existen
otras especies vegetales que no se encuentran contempladas en esta edicion tales como
el peyote (Lophophora williamsii), cuachalalate (Amphipterygium adstringes), tepezcohuite

(Mimosa ternuifora Benth) orégano (Lippia graveolens) entre otras.

“ Manzanilla flor (Matricaria Recutita L.)
Jamaica flor(Hibiscus sabdariffa L)

Boldo hoja (Peamus boldus Molina)

3

Hierbabuena hojas (Mentha x piperita L.) L/
Anis de estrella semilla (Mllicum verum Hokker)

Ajenjo hierba (Artemisia absinthium L.)

Figura 1. Algunas especies vegetales contempladas en monografias oficiales de la FEUM (2008).
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Cabe sefialar que, en México, las plantas medicinales contribuyen a uno de los
principales recursos terapéuticos suburbanos donde los servicios de atencion médica son
escasos (Garcia et al., 2012). Asi mismo el territorio nacional existe una gran diversidad de
especies vegetales de origen tropical de las cuales 5,000 de ellas son usadas como
medicinales y que dada la diversidad vegetal podrian llegar a ser hasta 20,000 (Mittermeier
et al., 2011).

Por otra parte, el estado de Morelos se ha caracterizado por tener gran riqueza y
diversidad vegetal con abundante flora medicinal tanto nativa como introducida debido
principalmente a sus climas y abundantes mantos acuiferos, a pesar de solo ocupar el 0.2%
de la superficie del territorio, es notable por los aspectos botanicos relacionado a la
medicina (Osuna et al., 2005), Monroy et al., 2004 realizaron un andlisis de plantas Utiles
en el Estado de Morelos, recopilando informacién de los afios 1979 a 2001, donde se
examind la riqueza y frecuencia en el uso de diversas familias, géneros y especies. En
consecuencia, se encontraron 608 especies pertenecientes a 400 géneros y 128 familias,
destacando por dominancia cultural las familias Fabaceae, Asteraceae y Burseraceae y los
géneros Ficus, Ipomoea y Citrus, asi mismo, las especies mas dominantes culturalmente

Persea americana Mill. y Psidium guajava L.

2.2 Familia Burseraceae en México

La familia Burseraceae tiene 18 géneros y al menos de 12,000 especies,
principalmente plantas productoras de resinas, estas especies aromaticas forman parte de

diferentes generos segun su taxonomia (Tabla 1).

Tabla 1. Taxonomia de familia Burseraceae.
Clasificacion

taxonomica Reino Vegetal
Division Angiospermae
Clase Magnoliopsida
Orden Sapindales

Familia Burseraceae
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Dentro de los 18 géneros que comprende la familia Burseraceae, los géneros mas
diversos y prolificos son: Bursera, Cannarium, Commiphora y Protium; y los endémicos del
continente americano son: Bursera, Crepidospermum, Hemicrepidospermum, Paraprotium,
Tetragastris y Trattinickia. Trazando la distribucion geogréfica (figura 2), se han encontrado
especies en las regiones tropicales del norte y sur de Africa y en Malasia (Medina, R. 2008;
Ruiz et al., 2000). También, se encuentran distribuidas en el continente americano,
extendiéndose desde el suroeste y sureste de los Estados Unidos hasta el norte de Peru y
de Brasil, incluyendo las Antillas y las Galapagos (Rzedowski, J. 2004).

Figura 2. Distribucion geografica de la familia Burseraceae en el mundo.

Por otro lado, la familia Burseraceae se caracteriza por estar conformada de arboles
y arbustos provistos de oleorresinas, constantemente canales resiniferos y balsamiferos en
la corteza y flores pequefias (Biodiversidad mexicana, 2020; Cuatrecasas, J. 1957; Ruiz et
al., 2000).

Muchas especies de la familia Burseracea son conocidas e importantes por producir
resinas, las cuales son ricas en aceites esenciales, usadas en ceremonias religiosas, en
cosmetologia, en perfumeria, asi como para objetivos artisticos y en la medicina popular
(Suarez et al.,, 1982). Estas oleorresinas son sustancias compuestas de terpenoides,
algunos componentes volatiles son frecuentemente diterpenos y triterpenos ademas, de
compuestos fenolicos tales como flavonoides, cumarinas y varios lignanos (Khalid, S. 1983;
Siani et al., 1999; De la Cruz et al., 2005).
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2.3 Antecedentes del género Bursera

2.3.1 Distribucioén del género Bursera

El género Bursera tiene poco mas de 100 especies, la mayoria de estas plantas son
arboles que miden entre los 4-12 m y arbustos de entre 1-3 m de altura, su copa
generalmente es mas ancha que alta (Biodiversidad Mexican, 2020; Rzedowski et al.,
1992). Esta distribuido desde el sur de los Estados Unidos hasta Sudamérica, pero
concentrando notablemente su diversidad en la vertiente del pacifico de México,
especificamente en las selvas caducifolias, en algunos estados como Sinaloa, Jalisco,

Nayarit, Colima, Michoacan, Guerrero y Oaxaca, como se muestra en la Figura 3.

Riqueza de especies
del género Bursera
0-1
2-3
4-5
6-7
8-9
10-13
14-20
21-28

29-48 0 150 300 600 Kilémetros
{ (NN N N |

Figura 3. Diversidad conocida de Bursera por estados de la Republica Mexicana. (Tomado de
Rzendowski et al., 2005).

De esta manera el estado de Guerrero cuenta con 48 especies siendo el territorio
mas rico en términos de la variedad conocida de componentes de Bursera; le siguen en
importancia Michoacan, Oaxaca, Jalisco y Puebla con 38, 38, 28 y 28 especies

respectivamente (Rzendowski et al., 2005).
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En la Tabla 2 se enlistan las especies que se encuentran en cada estado del pais.
El estado de Morelos cuenta con 17 especies del género Bursera (Rzendowski et al., 2005),
entre los cuales destaca B. grandifolia por sus propiedades etnomedicas, su amplia
distribucion asi como su limitado desarrollo y aplicacion en el area tecnoldgica.

Tabla 2. Especies de Bursera registradas en los estados de la Republica Mexicana (tomada de
Rzendowski et al., 2005).

Estado | NUmero Especies encontradas
Ags. 5
B.C.

. acuminata, B. bipinnata, B. fagaroides, B. palmeri, B. penicillata.

. epinnata, B. fagaroides, B. hindsiana, B. microphylla.

. cerasifolia, B. epinnata, B. fagaroides, B. filicifolia, B. hindsiana,
. laxiflora, B. microphylla.

. schlechtendalii, B. simaruba.

. ariensis, B. bipinnata, B. excelsa, B. graveolens, B. heteresthes,
. longicuspis, B. schlechtendalii, B. simaruba.

. fagaroides, B. fragilis, B. grandifolia, B. laxiflora, B. penicillata,

. stenophylla.

. fagaroides, B. schlechtendalii.

. acuminata, B. arborea, B. bipinnata, B. citronella, B. copallifera,
. denticulata, B. discolor, B. epinnata, B. excelsa, B. fagaroides,
. grandifolia, B. heteresthes, B. instabilis, B. kerberi,

. macvaughiana, B. multijuga, B. penicillata, B. sarcopoda,

. schlechtendalii, B. simaruba.

. Cuneata, B. fagaroides.

. arborea, B. attenuata, B. bipinnata, B. excelsa, B. fagaroides,

. fragilis, B. grandifolia, B. multijuga, B. palmeri, B. penicillata,

. Simaruba, B. stenophylla.

. bipinnata, B. cuneata, B. fagaroides, B. galeottiana,

. morelensis, B. palmeri, B. penicillata, B. simaruba.

. acuminata, B. aptera, B. arborea, B. ariensis, B. bicolor,

. bipinnata, B. bolivarii, B. bonetii, B. chemapodicta, B. citronella,

. copallifera, B. coyucensis, B. crenata, B. cuneata, B. denticulata,
. discolor, B. excelsa, B. fagaroides, B. fragrantissima, B. galeottiana,
. glabrifolia, B. grandifolia, B. heteresthes, B. hintonii,

. infernidialis, B. instabilis, B. kerberi, B. krusei, B. lancifolia,

. linanoe, B. longipes, B. martae, B. mirandae, B. morelensis,

. paradoxa, B. rzedowskii, B. sarcopoda, B. sarukhanii,

. schlechtendalii, B. simaruba, B. submoniliformis, B. suntui,

. tecomaca, B. trifoliolata, B. trimera, B. vejarvazquezii, B. velutina,
. Xochipalensis.

. acuminata, B. arborea, B. ariensis, B. bipinnata, B. citronella,

. confusa, B. copallifera, B. crenata, B. denticulata, B. excelsa,

. fagaroides, B. grandifolia, B. heteresthes, B. infernidialis,

. instabilis, B. kerberi, B. macvaughiana, B. multijuga,

. palaciosii, B. palmeri, B. penicillata, B. ribana, B. sarcopoda,

. schlechtendalii, B. simaruba, B. subtrifoliata, B. trimera,

. vazquezyanesii.

. acuminata, B. ariensis, B. bicolor, B. bipinnata, B.copallifera,

. cuneata, B. discolor, B. fagaroides, B.glabrifolia, B. grandifolia,

B.C.S.

Camp.
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. heteresthes, B. hintonii, B. kerberi, B. trifoliolata, B. trimera,
. velutina.

. acuminata, B. arborea, B. ariensis, B. bicolor, B. bipinnata,

. citronella, B. confusa, B. copallifera, B. coyucensis, B. crenata,
. Cuneata, B. denticulata, B. discolor, B. excelsa, B. fagaroides,
. fragrantissima, B. glabrifolia, B. grandifolia, B. heteresthes,

. hintonii, B. infernidialis, B. instabilis, B. kerberi, B. multijuga,

. occulta, B. palmeri, B. paradoxa, B. penicillata, B. ribana,

. sarcopoda, B. sarukhanii, B. simaruba, B. staphyleoides,

. submoniliformis, B. trifoliolata, B. trimera, B. velutina.

Mich. 37

UWWwWwwWww-—|owm

. acuminata, B. arborea, B. ariensis, B. attenuata, B. bipinnata,
. copallifera, B. excelsa, B. fagaroides, B. grandifolia, B. kerberi,
. multijuga, B. penicillata, B. simaruba.

Nay. 13

N.L. 1 . fagaroides.

. altijuga, B. aptera, B. arida, B. ariensis, B. aspleniifolia,

. bicolor, B. biflora, B. bipinnata, B. bolivarii, B. cinerea,

. copallifera, B. discolor, B. esparzae, B. excelsa, B. fagaroides,

. galeottiana, B. glabrifolia, B. graveolens, B. heliae,

. heteresthes, B. hintonii, B. instabilis, B. isthmica, B. krusei,

. lancifolia, B. laurihuertae, B. linanoe, B. longipes, B. mirandae,

. morelensis, B. pontiveteris, B. sarcopoda, B. schlechtendalii,

. simaruba, B. submoniliformis, B. vejarvazquezii, B. xochipalensis.

Oax. 37

. Cuneata, B. fagaroides, B. medranoana, B. morelensis,

2o, 9 . schlechtendalii, B. simaruba.

. altijuga, B. aptera, B. arida, B. ariensis, B. aspleniifolia,

. bicolor, B. biflora, B. bipinnata, B. bolivarii, B. cinerea,

. copallifera, B. cuneata, B. discolor, B. fagaroides, B. galeottiana,
. glabrifolia, B. grandifolia, B. lancifolia, B. linanoe, B. longipes,

. mirandae, B. morelensis, B. pontiveteris, B. schlechtendalii,

. simaruba, B. submoniliformis, B. vejarvazquezii, B. xochipalensis.

Pue. 28

. cuneata, B. fagaroides, B. galeottiana, B. lancifolia,

Qe 2 . morelensis, B. palmeri, B. schlechtendalii, B. simaruba.

Q.R. 1 . Simaruba.

S.L.P. 4 . fagaroides, B. morelensis, B. schlechtendalii, B. simaruba.

. arborea, B. attenuata, B. excelsa, B. fagaroides, B. fragilis,
. grandifolia, B. laxiflora, B. multijuga, B. penicillata,
. simaruba, B. stenophylla.

Sin. 11

. fagaroides, B. fragilis, B. grandifolia, B. hindsiana, B. laxiflora,

Sl . microphylla, B. penicillata, B. simaruba, B. stenophylla.

Tab. . Simaruba.

00|00 |00 0|00 o 0|00 |00 |Co00|00C0 000000 0|00 C0|000C000000WmOoD|Wm|oom-—

Tamps. . fagaroides, B. schlechtendalii, B. simaruba.

Ver. . bipinnata, B. cinerea, B. fagaroides, B. graveolens, B. simaruba.

9
1
3
Tlax. o |-
5
2

Yuc. . schlechtendalii, B. simaruba.

Zac. 11 . grandifolia, B. kerberi, B. multifolia, B. multijuga, B. palmeri,

B
B
T. acuminata, B. bipinnata, B. copallifera, B. fagaroides,
B
B. penicillata, B. schlechtendalii.
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2.3.2 Clasificacion y quimica del género Busera

El género Bursera ha sido clasificado de acuerdo con las caracteristicas de su
corteza en dos grupos naturales o secciones descritos a continuacion y detallados en el en
el listado Especies de Bursera relacién taxondmica (pagina siguiente) (Becerra et al., 1999;
McVaugh et al., 1965):

1. Subgénero Elaphrium (previamente conocido como Bullockia), conocidos como
capulillo, copal, copalillo; donde que incluye especies con corteza lisa, no
exfoliante, frutos bivalvados, ovario bilocular, flores tetrdAmeras o pentameras y
hojas muy aromaticas, (la corteza no pelada).
En esta seccion, hay copales reconocidos, tales como: B. copallifera y B.
glabrifolia, siendo este ultimo, el grupo de distribucion mas amplia dentro de
Bursera (Antunez, M. 2012; Biodiversidad mexicana, 2020).

2. Subgénero Bursera, conocidos como mulatos, cuajiotes o papelillos; presentan
corteza exfoliante en hojas como de papel (corteza pelada) color rojo, frutos
trivalvados, ovario trilocular, flores trimeras y pentameras, hojas poco
aromaticas, troncos coloridos (Rzedowski et al., 1979, Antinez, M. 2012,
Rzedowski et al., 2005).
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A continuacion, se describen las especies de Bursera en relacion taxonomica:

. Burseraceae
a. Bursera
i. Seccion Elaphrium (Bullockia) (Copales)

1. Copales con grupos cubiertos por pseudoaril
a. B. asplenifolia

b. B. bicolor

c. B. bipinnata
d. B. copallifera
e. B. cuneata

2. Commiphora

a. C. monstruosa

b. C. simplicifolia

c. C.virgata
3. Boswellia

a. B. hildebrandtii
4. Terebinthus

a. T.acuminata
5. Anacardiaceae

a. Spondias

i. S.Mombin

ii. Seccidn Bursera (Cuajiotes)
1. Grupo Mulatos

a. B. arborea

b. B. attenuata
B. grandifolia
B. longipes
B. instabilis
B. simaruba
o Cuajiotes rojos
B. lancifolia
B. microphylla
B. morelensis
B. schlechtendalii
B. trifoliolata

® a0

°

2. Gru

. B.trimera

o Cuajiotes amarillos
B. aptera

B. ariensis

B. discolor

B. fagaroides

B. fagaroides

3. Gru
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En cuanto a la quimica del género Bursera, a pesar de ser taxonémicamente poco
estudiado tiene caracteristicas bien definidas entre las que se destaca su particular aroma
al estrujarse, las notas pinaceas que despiden las hojas caracteristicas de los terpenos: a-
pineno, B-felandreno, limoneno, careno (Badui, S. 2006). Otro rasgo de la especie Bursera,
son productoras de aceites esenciales del grupo de los terpenos, que a menudo
proporcionan a las plantas intensos y variados aromas, tales aromas permiten clasificar
claramente entre si las diversas especies que conviven en una determinada localidad
(Rzedowski, J. 2004). Ademas, debido a la condicion resinosa que poseen algunas de sus
especies tienen gran relevancia en la medicina tradicional mexicana y en sus multiples usos
domeésticos, es distinguida debido a sus cualidades arométicas y a su aplicacion
etnomédica contra diarrea, fiebre, gingivitis, resfriado y sarampién, asi mismo, es usada
para curaciones y heridas de tipo externo como cicatrizante, asi como para enfermedades
respiratorias, de manera que estas especies se caracterizan por biosintetizar principalmente
metabolitos secundarios de tipo flavonoides, lignanos y terpenos, por esta raz6n muchas
especies del género Bursera han sido objeto de estudio mostrando tener notable actividad
biolégica como antimicrobiana, antiinflamatoria, antibacterial y citotéxicas (Rojas, A. 2012,
Antlnez, M. 2012).

2.4 Bursera grandifolia

Bursera grandifolia (Schitdl.) Engl., es un arbol cuyo nombre comun, cuajiote blanco,
traducido del nahuatl como “chicopun”, también es conocido como “palo mulato” y “té
azteca”, debido a que es la especie de Bursera con las hojas mas grandes igualmente es
conocida como “papelillo hojas grandes”. Su clasificacidon taxonémica se observa en la
Tabla 3.

Tabla 3. Taxonomia de la especie Bursera grandifolia.

Clasificacion Reino: Plantae
taxonomica
Filo: Tracheophyta
Subfilo: Angiospermae
Clase: Magnoliopsida
Orden: Sapindales
Familia: Burseraceae
Género: Bursera
Especie: Bursera grandifolia
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Este cuajiote es utilizado ethomédicamente para problemas respiratorios, como
bronquitis, influenza, tosferina y en infecciones de pulmén. Con respecto a su importancia
econdmica, la especie B. grandifolia produce una resina que es utilizada en la elaboracion
de incienso, barniz, ungientos vy tintas litogréficas (Bullock, A. 1936; Martinez, M. 1959;
Monroy et al., 2000).

Es una especie que se encuentra distribuida geogréficamente desde el noreste de
México hasta la costa de Guerrero, mas especificamente en los estados de Chihuahua,
Colina, Durango, Guerrero, Jalisco, México, Michoacén, Morelos, Nayarit, Puebla, Sinaloa,

Sonora y Zacatecas, asi como en las cuencas del Santiago (Rzendowski et al., 2005).

En México y Centroamérica este conjunto esta integrado por arboles (Figura 4) poco
resinosos y aromaticos, con troncos de corteza exfoliante roja o rojiza (ocasiones café o
anaranjada) segun el transcurso de la temporada la corteza sufre una exfoliacién
inicialmente con una coloracion rojiza (Figura 5, a), dando paso al inicio de la caida de la
corteza (Figura 5, b), seguida del desprendimiento total de la misma, dejando ver la

coloracién obscura (Figura 5, c).

Figura 4. Arbol de Bursera grandifolia.
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a)

Figura 5. Corteza de B. grandifolia a) Al comenzar a pelarse, b) A mitad de su cascara y c)
Después del pelado.

Asi mismo, B. grandifolia son arboles de entre 5 a 7 m de altura; ramas rojizas; con
hojas de magnitud de 4 a 8.5y 3 a 5.8 cm, B. grandifolia se ubican entre las especies de
Bursera con hojas mas grandes (Figura 6, a), cuando normalmente estas no rebasan los
2.5 cm en otros ejemplares del género, ademas tienen flores blancas y muy pequefias
dispuestas en racimos (Figura 6, b); frutos negros cuando maduros, de 9 mm de largo; con
1 a 2 semillas (Rzedowski, J. 2004; Rzedowski et al., 2007).

a)

Figura 6. a) Hojas y b) Flores de la especie B. grandifolia.
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2.4.1 Estudios quimico-farmacolégicos de Bursera grandifolia

Hasta el momento sélo existen cuatro reportes para B. grandifolia. Primero en 2008
Lépez U. y colaboradores, realizaron un estudio in vitro antihelmintico contra Haemonchus
contortus de veinte especies de extractos de plantas medicinales colectadas en el estado
de Morelos. Entre esas especies de plantas se evalué B. grandifolia. A partir de tallos y
hojas se obtuvieron 7 extractos siguiendo un orden de menor a mayor polaridad de
disolventes: n-hexano, acetona, etanol y metanol. Particularmente para B. grandifolia las
evaluaciones se llevaron a cabo a 24, 48 y 72 hr (Tabla 4). Los resultados mostraron una
inhibicion entre 2-87 %. La mortalidad mas alta se observo con el extracto metandlico de
los tallos de B. grandifolia, observandose un 87.33 % de inhibicién contra H. contortus a las
72 hr.

Tabla 4. Efecto antihelmintico H. contortus por B. grandifolia.

e : Eficiencia (%)
Parte B. grandifolia | Disolvente >ah lash | 72h
Hojas Hexano | 20.67| 8 41
Hojas Acetona 18 3 14
Holas Metanol 12.33| O 48
Tallos Hexano 7 4.33 3
Tallos Etanol 9.33 0 | 76.33
Tallos Metanol 2.66 0 |87.33
Tallos Acetona 1.66 | 4.33 1

Posteriormente Velazquez F. y colaboradores en el afio 2009, estudiaron el extracto
de cloroformo de las hojas de B. grandifolia, colectada en el estado de Jalisco, lograron

aislar al metabolito fenacetina, un acetoaminofenol caracterizado por RMN.

Después en 2014 por GOomez L. y colaboradores estudiaron a composicion
molecular e identificacion triterpenica de ocho tipos de resinas del género Bursera entre
ellas la resina de la especie B. grandifolia empleando cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masa (CG-EM). En el cromatograma de la resina B. grandifolia (Figura
7) se observa: 3-epi-B-amirina (1), 3-epi-a-amirina (Il), 3-epi-lupeol (Ill), B-amirinona (1V) y

a-amirinona (VI) ademas, otros compuestos presentes (Figura 7).
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Figura 7. Cromatograma obtenido por analisis CG-EM de resina de B. grandifolia.

El dltimo y mas reciente estudio, se publicé en marzo de 2020 por Sanchez M. y
colaboradores, de manera general identificaron triterpenos de tipo amirina y lupeol asi como
lignanos. Por otro lado, evalud la actividad citotoxica el extracto de diclorometano de la
corteza de B. grandifolia sobre siete lineas celulares de carcinoma con los siguientes
resultados de porcentaje de inhibicion: U251 (glioblastoma) con 80 %, PC3 (prostata) con
73 %, K562 (leucemia mielégena) con 75 %, HCT15 (colorrectal) con 79 %, MCF7 (mama)
con 61 %, SKLU1 (pulmén) con 85 % y COS7 como control de linea celular no cancerosa

con un 64 % de inhibicion. Siendo mas activo contra la linea de carcinoma pulmonar SKLU1.

2.5 Terpenoides y triterpenos

Las plantas producen una amplia gama de compuestos organicos que no poseen
roles reconocidos en los procesos de asimilacion, respiracion, transporte y diferenciacion,
(metabolito secundario), generalmente se halla s6lo en una especie 0 en un grupo de
especies taxonémicamente relacionadas (Taiz et al., 2002). En consecuencia, el hombre
ha hecho uso de los metabolitos secundarios con diversos propoésitos, entre los que puede
mencionarse saborizantes, colorantes, fragancias, insecticidas, narcoticos medicinales y

adictivas ademas de cosméticos.

La clasificacion de los metabolitos secundarios se puede dar segun la actividad

farmacologica, se pueden encontrar los siguientes grupos: glicésidos cardiotdnicos,
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analgésicos, narcéticos, antibiéticos, hormonas, analogos a prostaglandinas y otros
(Salisbury et al., 1992; Pedrozo, J. 2004).

De manera que dentro de los metabolitos secundarios se encuentran los terpenoides
o también llamados terpenos, los cuales son un grupo de compuestos derivados de la ruta
biosintética mevalonato y fosfato de desoxyxilulosa, son derivados de monémero de
isopreno de cinco atomos de carbono con formula general (Cs),, donde n son los
mondémeros de isopreno, clasificados en: monoterpenos (Cs)., sesquiterpenos (Cs)s,

diterpenos (Cs)4, triterpenos (Cs)s ¥ asi sucesivamente segun (Badui, S. 2006) (Tabla 5).

Tabla 5. Clase de terpenos en la naturaleza (Badui, S. 2006).

Terpenoide Unidades de isopreno Formula Ejemplo
Cs condensada

Monoterpeno 2 CioH1s Citral, limoneno
Sesquiterpeno 3 CisHos Fa;?ﬁ:;;] B

Diterpeno 4 CaoH3z Fitol, vitamina A

Triterpeno 6 CaoHas Lupeol, esteroles
Tetraterpeno 8 CaoHea Carotenoides

Politerpeno Varios cientos Varios miles Caucho

Por consiguiente, los triterpenos se pueden clasificar principalmente en tetraciclicos con

cuatro ciclos y pentaciclicos con cinco ciclos:

1. Tetraciclicos: 2. Pentaciclico:
a. Euphano c. Lupano
b. Tirucalano d. Ursano

e. Oleanano

Especificamente, la ruta biosintética de los triterpenos se da a partir de 6 unidades
de isopreno para integrar el esqueleto del escualeno, posteriormente se lleva a cabo su
oxidacion con O, y NADPH en la primera unidad de isopreno. Paso seguido, el escualeno
oxidado se acomoda conformacionalmente en tres sillas y un bote para formar el cation
damarenilo. Este a su vez se organiza en un sistema pentaciclico por la ciclacién del dltimo
doble enlace, dando lugar al esqueleto de lupeilo (lupano). La expansion del lupeilo por
migracion de enlace, da como resultado al sistema oleanilo (oleanano); y al mismo tiempo,
la migracion del metilo del carbono 20 al carbono 19 da lugar al ursanilo (ursano) (Esquema
1, Dewick 2012).
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Esquema 1. Biosintesis general de terpenoides.
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2.6 Inflamacioén

La inflamacién es la alteracién patolégica caracterizada por trastornos circulatorios
de la sangre y frecuentemente por aumento de calor, enrojecimiento, hinchazén y dolor.
Algunos estimulos externos provenientes de infecciones o de dafio propio generan como
consecuencia inflamacion, por lo general una respuesta inflamatoria inducida por estimulos
externos origina una inflamacion aguda, especificamente para casos de inflamacion
persistente o enfermedades autoinmunes si no se resuelve puede tornarse inflamacion
cronica, ademas existen estimulos de origen interno (provenientes de una disfuncién del

tejido) que son capaces de iniciar una respuesta inflamatoria.

Algunos ejemplos de enfermedades donde la inflamacién juega un papel patogénico
importante son: artritis reumatoide, asma, colitis ulcerosa, dermatitis atopica, esclerosis
multiple, lupus eritematoso, osteoartritis, vasculitis, ademéas de enfermedades de origen
infeccioso en las que la inflamacion contribuye en la patologia tanto toxica como bacteriana:
enfermedad de Chagas, Gastritis por H. pylori, Lepra (forma tuberculoide), tuberculosis, por
otros agentes patdégenos como virus: hepatitis C, neumonia viral; y algunas otras de origen
diverso en las que la fibrosis postinflamatoria es una causa principal de patologia: cirrosis

hepatica (alcohdlica o virica), fibrosis pulmonar idiopatica, etc. (Barreno, P. 2008).

Asi mismo, la inflamacién es una reaccion defensiva de un organismo ante una
lesion, que surge con el fin de aislar y destruir al agente dafiino y reparar el tejido conectivo
u 6rgano dafado. Por lo que se refiere al tejido conectivo se define como un conjunto de
tejidos muy diversos, que comparten la funcién de ‘relleno’, ocupando los espacios entre
otros tejidos y 6rganos, ademas de cumplir como sostén del organismo, constituye el
soporte material del cuerpo, el cual al tener una alteracion por algun estimulo externo sufre
una formacion patoldgica en el tejido (Figura 8, a), conocida como fibrosis, ocasionando un
aumento en la produccién de células en un 6rgano o tejido, dando pie a la formacion de un
granuloma (inflamacion) (Figura 8, b). Es asi como en el proceso de inflamacion se
involucran los sistemas vascular e inmune, ocasionando sintomas generales como eritema,
calor, hinchazon, dolor y pérdida funcional. Por ultimo en el proceso de recuperacion los
macroéfagos y neutrdéfilos (fagocitos) destruyen los restos celulares y bacterias presentes
(Figura 8, c). (Tejido conectivo, 2020, Rojas, A. 2012).
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Figura 8. Proceso de inflamacién. a) Lesion tisular; liberacion de sefiales quimicas como histamina
(Hormona que actta como un potente dilatador de los vasos sanguineos y de los capilares y
provoca la contraccion de la musculatura lisa), b) Inflamacién; dilatacién y filtracién incrementada
de los vasos sanguineos locales; migracion de fagocitos a la zona, c) Tejido en recuperacion
(figura tomada de la red).

Existen varios mediadores del proceso inflamatorio, dentro de ellos se encuentra el
radical libre Oxido nitrico (ON), el cual es un mediador proinflamatorio participante en la
mayoria de los procesos fisioldgicos del cuerpo, capaz de propagarse a través de las
membranas celulares por su accién inmuno regulatoria con efecto vasodilatador (Kaplan et
al., 1989; Kubes et al., 1991). Diversas investigaciones se enfocan al ON por su efecto t en
el proceso de inflamacién (Garcia et al., 1998; Ruibal et al., 2004; Guinand et al., 2004). En

esta tesis se estudia la inhibicién del ON como un ensayo in vitro antiinflamatorio.

El ON se desprende en la reaccidon de la formacién de L-citrulina a partir del
aminoécido L-arginina, esta reaccion catalizada por la enzima Oxido Nitrico-Sintasa (iNOS)
(Esquema 2) (Marletta, MA.1993).

HoN NMOH H,N NMOH
N raining NH on M
L-Arginina 2 0, L-Citrulina NH2

Esquema 2. Sintesis general de Oxido Nitrico (ON).
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En cuanto a la busqueda de farmacos antiinflamatorios, se han buscado diversos
compuestos para mitigar la respuesta inflamatoria, dentro de estos se encuentran los
agentes antiinflamatorios no esteroideos (AINES), farmacos utilizados como agentes
terapéuticos para el tratamiento del dolor y la inflamacién. Algunos ejemplos son,
indometacina, diclofenaco, ibuprofeno y piroxicam que inhiben enzimas tipo COX-1y COX-
2 (enzimas que aceleran la formacion de sustancias que causan inflamacién y dolor en
diferentes grados) (Rojas, A. 2012).

Con respecto a productos naturales antiinflamatorios en la medicina tradicional, se
ha hecho una serie de investigaciones relacionadas en la busqueda de compuestos con
actividad antinflamatoria en donde se puede mencionar moléculas como los triterpenos,
estructuras con efecto terapéutico antiinflamatorio propuestos como una alternativa en la
busqueda de compuestos que tienen actividad bioldégica especifica provenientes de
especies vegetales. ElI género Bursera se han encontrado diversos fitoquimicos con

actividad antiinflamatoria in vitro e in vivo, los cuales se discuten en resultados.

20



Justificacién

3. JUSTIFICACION

La medicina tradicional mexicana sigue siendo una gran referencia para el
descubrimiento y desarrollo de nuevos farmacos y para el tratamiento de diversos
padecimientos que implican dolor e inflamacion, lo cual esté relacionado con una gran
cantidad de padecimientos y enfermedades que aquejan la mayor parte de la poblacion
mundial; tales como hipertension arterial, diabetes, colitis, asma bronquial, sindrome

premenstrual.

En este sentido la inflamacion es una respuesta a alguna alteracién patoldgica y la
busqueda de fitoquimicos bioactivos a partir de plantas medicinales siguen siendo de gran
importancia el estudio de distintas especies vegetales de nuestro pais, que permitan

encontrar compuestos que ayuden a reducir, controlar y eliminar la inflamacion.

En relacion con lo anterior, el género Bursera esta ampliamente distribuido a lo largo
del territorio nacional y presenta un importante potencial farmacoldgico. En especifico la
especie Bursera grandifolia es utilizada etnomédicamente para problemas respiratorios,

como bronquitis, influenza, tosferina y en infecciones de pulmén.

Dicha especie ha sido poco explorada en cuanto a su contenido metabdlico; por lo
tanto, los resultados de este trabajo contribuiran al contenido fitoquimico de B. grandifolia,

asi como la actividad antiinflamatoria in vitro.
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4. HIPOTESIS

Los compuestos del tipo triterpeno son los metabolitos secundarios mas
abundantes en el extractos de diclorometano de hojas de Bursera grandifolia y su relevante

evaluacion biologica antiinflamatoria respalda su uso etnomédico de la especie.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Realizar el estudio quimico preliminar del extracto de diclorometano de hojas de
Bursera grandifolia colectada en el estado de Morelos y determinar su efecto

antiinflamatorio.

5.2 Objetivos especificos

1. Obtener el extracto de diclorometano de hojas de Bursera grandifolia.
Aislar y purificar metabolitos secundarios presentes en el extracto.
Caracterizar los metabolitos secundarios mediante espectroscopia de
Resonancia Magnética Nuclear (RMN), asi como Cromatografia de Gases
acoplado a Espectrometria de Masas (CG-EM).

4. Evaluar la actividad antiinflamatoria in vitro del extracto diclorometanico
mediante la inhibicion de 6xido nitrico en macréfagos RAW 264.7

5. Contribuir al contenido fitoquimico de la especie vegetal.
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6. PARTE EXPERIMENTAL

6.1. Técnicas cromatograficas

Los metabolitos secundarios se aislaron por cromatografia en columna (CC)
utilizando como fase fija silica normal con malla 60-200 A y gel silice flash con malla 230-
400 A que se empacé en columnas de vidrio de diametros y longitudes segin la cantidad
de muestra a purificar (Taber, 1981). Como fase movil se utilizaron las mezclas de
disolventes organicos de polaridad creciente: hexano-AcOEt, CH,Cl,-MeOH. Asi mismo se
utilizé extraccion en fase sélida utilizando cartuchos C-18 (5 g, 120 um, 20 mL, No. Parte
14256023 Agilent).

Por otro lado, para el monitoreo de CC se usé cromatografia en capa fina (CCF) de
gel de silice 60 F254, utilizando como revelador sulfato cérico amoniacal (NH4)4aCe(SO.) al
1% en H2S04 2N, asi mismo, mediante el uso de una lampara de luz UV (A 254 nm y A 366
nm) se visualizaron aquellos compuestos que contenian grupos cromoforos (dobles enlaces

conjugados y anillos aromaticos).

6.2 Técnicas de elucidacion

Las fracciones de baja polaridad fueron analizadas mediante Cromatografia de
Gases acoplado a Espectrometria de Masas (CG-EM) en un Cromatégrafo de Gases
Agilent Technology 6890 acoplado a un detector de masas 5973N. Los cromatogramas

fueron analizados en la Biblioteca NIST version 1.72.

La caracterizacion de los compuestos puros y mezclas fueron realizadas por
Resonancia Magnética Nuclear (RMN) H en equipos de 200 MHz (Varian Mercury), 400
MHz (Varian Mercury Plus), 600 MHz (Bruker), utilizando disolventes deuterados (CDCls,

MeOd,) y tetrametilsilano (TMS) como referencia interna.
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6.3 Material vegetal

Las hojas de Bursera grandifolia (B. grandifolia) fueron colectadas en la reserva
ecoldgica de la Sierra de Huautla, a la altura de Tilzapotla ubicada en el sur del estado de
Morelos, entre los limites de Puebla y Guerrero. La identificacion taxonémica fue realizada
por el Bidlogo Fidel Ocampo y una muestra boténica fue depositada en el herbario HUMO
de la UAEM registrada con numero de Voucher 35892 Bursera grandifolia (Scltdl.) Engl.

6.4 Obtencion del extracto de diclometano de Bursera grandifolia

Las hojas de B. grandifolia se dejaron secar a temperatura ambiente y bajo sombra

obteniendo 0.646 kg las cuales fueron pulverizadas en una licuadora convencional.

Para obtener el extracto de diclorometano primeramente el material vegetal se
macerd con hexano (72 hr por triplicado) y después con diclorometano en las mismas
condiciones. El extracto de CH,Cl, fue concentrado mediante destilacién a presién reducida
utilizando un rotaevaporador y finalmente se obtuvo un rendimiento de 1.36 % (8.83 Q)

respecto a las hojas secas.

6.5 Fraccionamiento primario

De los 8.83 g del extracto de diclorometano de aspecto verde obscuro, se tomaron
100 mg para su evaluacion bilégica y el resto se sometid a fraccionamiento en CC sobre
gel de silice fase normal (60-200 malla). La elucién se inicié con un gradiente de n-hexano-
AcOEt-MeOH incrementando su polaridad (100:00:00— 00:00:100) y se obtuvieron 90

fracciones de 150 mL cada una y se agruparon segun su similitud en CCF (Tabla 6).

Tabla 6. Fraccionamiento primario de Bursera grandifolia.

Clave Fase movil (%) Féiﬁﬂ%r;is Peso (g) Ren(z;/ror;lento
MGN-01-1 100 Hexano — 90:10 Hex:AcOEt 1-25 2.47 0.38
MGN-01-2 80:20 Hex:AcOEt 26-38 1.07 0.16
MGN-01-3 70:30 Hex:AcOEt 39-46 0.76 0.12
MGN-01-4 60:40 Hex:AcOEt 47-55 1.32 0.20
MGN-01-5 60:40 Hex:AcOEt 56-63 1.04 0.16
MGN-01-6 | 50:50 Hex:AcOEt, 100 AcOEt, 100 MeOH 64-90 2.17 0.33

*rendimiento respecto a las hojas secas.
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6.6 Analisis quimico de la fraccion MGN-01-1

Se tomd una muestra de 1 mg de la fraccion MGNO1-1 (2.47 g) y se disolvié en 1
mL de hexano; para ser analizada por CG-EM en un Cromatdgrafo de Gases Agilent
Technology 6890 acoplado a un detector de masas 5973N. Los cromatogramas fueron
analizados en la Biblioteca NIST version 1.7, identificando &cidos grasos saturados y
triterpenos pentaciclicos: oOxido de cariofleno (1) (M* = 220), 6,10,14-Trimetil-2-
pentadecanona (2) (M* = 268), 4cido hexadecanoico metil ester (3) (M* = 270), 3,7,11,15-
tetrametil-2-hexadecen-1-ol (4) (M* = 278), acido hexadecanoico étil ester (5) (M* = 284),
acido octadecanoico metil ester (6) (M* = 298), 1-hexacosanol (7) (M* = 382), 1,30-
triacontanediol (8) (M* = 454), vitamina E (9) (M* = 430), ciclooctacosan (10) (M* = 392), B-
amirinona (11) (M* = 424), B-amirina (12) (M* = 426), Lup-20(29)-en-3-ona (13) (M* = 424),
Lupeol (14) (M* = 426), estigmast-4-en-3-ona (15) (M* = 412), fitol (16) (M* = 296).

6.7 Recromatografia de MGN-01-2

La fraccion MGN-01-2 (1.07 g) se sometid a purificacion mediante el proceso de
fraccionamiento en CC sobre gel de silice fase normal (230-400 malla). Se eluy6 con un
gradiente de n-Hexano:AcOEt (100:00 — 95:05), los eluatos fueron colectados de 50 mL
cada uno, obteniendo un total de 101 eluatos, los cuales se agruparon segun su similitud
en CCF. De esta cromatografia se lograron purificar una mezcla de triterpenos (0.16 g), B-
sitosterol (0.6 g) (17) (Figura 9) que se obtuvo como cristales cristalinos identificado por *H-
RMN (comparado con datos reportados en la literatura (Sai et al.,, 2012) y ademas 3-
epilupeol (18) (1.5 mg) (Figura 10) también identificado por *H-RMN (comparado con datos

reportados en la literatura (Castro et al., 2019).
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Solido amarillento
FM: C29Ha4s0
PM: 412.37 g/mol
Rf: 0.33
80:20 Hex:AcOEt

RMN *H de B-sitosterol (17) (CDCls, 400 MHz): & 5.34 (d, 1H, J = 4.94 Hz, H-6), 3.52
(m, 1H, H-3), 1.0 (s, 3H, H-29), 0.91 (d, J = 6.8 Hz, H-19), 0.84 (t, 3H, J = 7.5 Hz, H-24),
0.82 (d, 3H, J = 6.4 Hz,H-26), 0.81 (d, 3H, J = 6.7 Hz, H-27), 0.67 (s, 3H, H-28).

Figura 9. B-sitosterol (17).
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Sélido
blanquecino
FM: C30H5202

Rf: 0.55

PM: 444.4 g/mol

80:20 Hex:AcOEt

Figura 10. 3-epilupeol (18).

RMN !H de 3-epilupeol (18) (CDCls, 200 MHz): d 4.66 (d, 1H, H-29pB), 4.54 (d, 1H,
H-290), 3.41 (dd, J = 11.6, 4.3 Hz, 1H, H-3), 2.36 (m, 1H, H-19), 1.83 (m, 1H, H-21), 1.66
(s, 3H, H-30), 1.24 (s, 3H, H-25), 1.03 (s, 3H, H-23), 0.94 (s, 3H, H-27), 0.89 (s, 3H, H-24),

0.78 (s, 3H, H-28), 0.73 (s, 3H, H-26).
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6.8 Recromatografia de MGN-01-4

La fraccion MGN-01-4 (1.32 g) se sometio a purificacion mediante el proceso de
fraccionamiento en CC sobre gel de silice fase normal (230-400 malla). La columna se eluy6
con un gradiente de n-Hex:AcOEt (95:05: — 70:30) colectandose eluatos de 25 mL cada
una, de las cuales se obtuvieron 72 fracciones, los cuales se agruparon segun su similitud
en CCF en tres reuniones: Ra, Rb y Rc, posteriormente para su distincion fueron sometidas
nuevamente a CCF y se determiné que la fraccion Rb (0.72 g) se purific, dejando a las

fracciones Ra y Rc para su posterior analisis.

6.8.1 Purificacion de la fraccion Rb mediante extraccion de fase solida
(SPE)

La reunién Rb (0.72 g) se sometio a purificacion mediante SPE con la ayuda de un
cartucho HF Bond Elut C18 (fase reversa). Se activo el cartucho con MeOH y eluy6 con
H>0:MeO:C>HsN (100:00:00 — 00:00:100) del cual se obtuvieron eluatos de 25 mL cada
una, dichas fracciones se agruparon segun su similitud en CCF en tres reuniones (Rb-1,
Rb-2 y Rb-3). De esta cromatografia se logré observar que la reunion Rb-2 (0.440 q),
presentd un solo Rf en CCF de 0.5 cm (80:20, Hex:AcOEt), dicho Rf coincidié con el
reportado para a-amirina (19). Sin embargo, al analizarla por *H RMN, se observé que se

trataba de una mezcla de al menos dos triterpenos.

28



Parte experimental

6.8.2 Purificacion de la fraccion Rb-2 por HPLC

Debido a la complejidad para separar de la mezcla de triterpenos Rb-2 por CC, se

decidié purificar una parte de esta por HPLC bajo las condiciones descritas en la Tabla 7.

Esto se llevo a cabo con la ayuda del Dr. Alfonso Miranda Molina LANEM-CIQ.

Tabla 7. Condiciones de HPLC para purificacién de Rb-2.

Fase estacionaria Columna Superspher-100
RP18 LiChroCART 125x4 mm
Sistema de elucién 95:05 Acetonitrilo:MeOH
Flujo 1.0 mL/min
Concentracion 3.4 mg/mL
Inyeccion 20 uL
Tiempo de corrida 30 min
Detector DAD a 210 nm
Temperatura 40 °C
Colector Automatico

Como resultado se lograron distinguir 3 picos (Tr = 11.87, 16.31 y 18.28 min) que al

analizar por *H-RMN, se determiné que el primer pico se trataba de lupeol (14) (Castro et

al., 2019) (Figura 11), el segundo se identific6 como a-amirina (19) (Antunez et al., 2012)

(Figura 12) y el altimo quedd pendiente por identificar.

HO

23

8]
-2

Solido blanco
FM: C30Hs500
28 PM: 426,7 g/mol
Rf: 0.19
80:20 Hex:AcOEt

22

Figura 11. Lupeol (14).

29



Parte experimental

RMN H de lupeol (14) (CDCls, 400 MHz): 5 4.53 (d, 1H, H-29B), 4.41 (d, 1H, H-290),
3.31 (dd, J =11.5, 5 Hz, 1H, H-3), 2.37 (m, 1H, H-19), 1.90 (m, 1H, H-21), 1.68 (s, 3H, H-
30), 1.04 (s, 3H, H-25), 0.96 (s, 3H, H-23), 0.94 (s, 3H, H-27), 0.85 (s, 3H, H-24), 0.83 (s,
3H, H-28), 0.79 (s, 3H, H-26).

Solido blanco
FM: CsoHs00
PM: 426.7 g/mol
Rf: 0.19
80:20 Hex:AcOEt

Figura 12. a-amirina (19).

RMN *H de a-amirina (19) (CDCls, 400 MHz): & 5.11 (t, 1H, H-12), 3.20 (dd (J =
11.56, 5.42 Hz),1H, H-3), 1.05 (s,1H, H-27), 0.98 (d, 1H, H-29), 0.92 (s, 1H, H-26), 0.88 (s,
1H, H-23), 0.84 (s, 1H, H-25), 0.80 (s, 1H, H-24), 0.77 (d, 1H, H-30), 0.76 (s, 1H, H-28).

6.9 Recromatografia de MGN-01-5

La fraccion MGN-01-5 (1.0468 g) se sometio a purificacion mediante el proceso de
fraccionamiento en CC sobre gel de silice fase normal (230-400 malla). Le eluy6 de manera
isocréatica con CH>Cl, como fase movil, obteniéndose 44 fracciones de 50 mL, se agruparon
segun su similitud en CCF. De este fraccionamiento se obtuvo el lupeol (14) y el 1,3-
lupandiol (20) (Figura 13) (alrededor de 1 mg) dicho compuesto se obtuvo como un sélido

y fue comparado con datos descritos en literatura (Puapairoj et al., 2005).
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Solido blanco
FM: C3oHs202
PM: 444.4 g/mol
Rf: 0.55
95:05 CH:Cl>:MeOH

Figura 13. 1,3-lupandiol (20).

RMN *H de 1,3-lupandiol (20) (CDCls, 600 MHz): & 4.66 (d, 1H, H-29p), 4.54 (d, 1H, H-29q),
3.41 (dd, J = 11.6, 4.3 Hz, 1H, H-3), 3.23 (dd, J = 11.8, 4.3 Hz, 1H, H-1), 2.36 (m, 1H, H-
19), 1.83 (m, 1H, H-21), 1.66 (s, 3H, H-30) , 1.24 (s, 3H, H-25), 1.03 (s, 3H, H-23), 0.94 (s,
3H, H-27), 0.89 (s, 3H, H-24), 0.78 (s, 3H, H-28), 0.73 (s, 3H, H-26).

RMN *3C de 1,3-lupandiol (20) (CDCls, 151 MHz): & 151.18, 109.83, 79.10, 75.82, 69.10,
53.18, 51.51, 48.42, 48.01, 43.64, 43.02, 41.42, 40.07, 38.98, 38.19, 37.55, 35.56, 34.31,
29.72, 27.89, 27.58, 25.02, 23.90, 22.96, 18.06, 16.46, 15.00, 14.47, 14.17, 12.13, 11.09.

6.10 Evaluacion antiinflamatoria in vitro del extracto por inhibicion de
ON

La evaluacion de la inhibicion de ON del extracto de diclorometano de B. grandifolia
fue llevada a cabo bajo la colaboracion del Dr. Antonio Romero de la Universidad

deGuadalajara y se siguié la metodologia descrita por Romero et al., 2016.

En cuanto a la evaluacion de viabilidad celular se determind por medio del ensayo
de MTS se utilizé la linea celular de macréfagos murinos RAW 264.7 (Tib-71™ de ATCC),
el extracto de diclorometano, de B. grandifolia fue suministrado a diferentes
concentraciones (5 - 40 pg/mL), en vehiculo (DMSO, 0.21%, v/v) y etopodsido (40 pg/mL)

que sirvié como control positivo.
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Posteriormente para la evaluacion de 6xido nitrico las células RAW 264.7 fueron
tratadas con la concentracion a la cual mostraron viabilidad celular (DMSO, 0.21%, v/v) e
indometacina (30 pg/mL) que sirvi6 como control positivo, se aplicd el estimulo
proinflamatorio LPS a 4 ug/mL, los sobrenadantes libres de células y se usaron en fresco

para la cuantificacién de ON.

Los sobrenadantes celulares se utilizaron para la determinacion de 6xido nitrico con
la reaccion de Griess. En una placa nueva de 96 pozos se mezclaron 50 uL de cada
sobrenadante con 100 pL de reactivo Griess [50 pL de sulfanilamida al 1% y 50 pL de N-
(1-Natftil) etilendiamina diclorhidrato al 0.1% en solucion de acido fosférico al 2.5%] y se
incubd durante 10 minutos a temperatura ambiente. La densidad éptica se midié a 540 nm
(DOs40) en un lector de placas de ELISA y se calcul6 la concentracion de nitrito en las
muestras mediante comparacion con la DOs40 de una curva estdndar de NaNO; preparada

en medio de cultivo.

32



Resultados y discusiones

7. RESULTADOS Y DISCUSION

El esquema 3 resume el trabajo fitoquimico del extracto de diclorometano de hojas
de B. grandifolia. Del fraccionamiento del extracto se obtuvieron seis grupos de fracciones
por CC De manera general, la fraccibon MGN-01-01 fue sometida a CG-EM identificando
principalmente acidos grasos saturados y triterpenos pentaciclicos; la fraccion MGN-01-02
se purifico mediante CC logrando purificar una mezcla de triterpenos: B-sitosterol (17) y 3-
epilupeol (18) identificados por *H-RMN; la fraccion MGN-01-04 fue sometida a CC,
obteniendo 3 fracciones: Ra, Rb y Rc, de las cuales solo Rb fue sometida nuevamente a
purificacion mediante SEP obteniendo 3 fracciones: Rb-1, Rb-2 y Rb-3, de las cuales Rb-2
fue purificada por HPLC identificando: lupeol (14) y a-amirina (19) por ultimo MGN-01-05
se sometié a purificacion mediante CC obteniendo lupeol (14) y el 1,3-lupandiol (20). En
conjuntos se encontraron acidos grasos, esteroles y terpenoides de tipo lupano y ursano,
descritos en las siguientes secciones. Finalmente, las fracciones MGN-01-03 y MGN-01-06

guedan pendientes para su posterior analisis.

Esquema 3. Diagrama de fraccionamiento del extracto diclorometano de B. grandifolia.

Ac. grasos
e saturados
— MGN-01-01 — CG-EM
s Triterpenos
pentaciclicos
B-sitosterol
— MGN-01-02 ~|:—
— 3-epilupeol
. . | MGN-01-03 —_—
Fracc. Primario— |
‘4 . . L Lupeol
— MGN-01-04 — ReunionRb  —— C18:Rb-2 HPLC e
- MGN-0105 —| , ,Lupeol
1,3-lupandiol
—  MGN-01-06
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7.1 Analisis CG-EM de la fraccion MGNO01-01

La fraccion (MGNO1-01) de aspecto ceroso, se analizé por CG-EM de acuerdo con
las especificaciones descritas en la seccion de metodologia. De manera general, en el
cromatograma se observan picos entre 15 - 38 min (Figura 14).

Abundance

TIC: MAMO413A.D
9000000

8000000
7000000
6000000
37.51
5000000
4000000
3000000 33.91 3¢36.96

2000000

1000000

L e e L R A AL A W e B B A B o e
30.0C31.0C32.0C33.0C34.0C35.0C36.0C37.0C38.0C39.0C40.0C41..C
Time--=>

Figura 14. Expansion de cromatograma de gases de MGNO1-01 Tr 30- 40.

En la Tabla 8, se muestran los compuestos detectados Tr, % de abundancia relativa
y M* (Masa carga)). Los resultados mostraron cinco acidos grasos esterificados (2, 3, 4, 5,
6), dos alcoholes hidrocarbonados (7, 8), vitamina E (9), fitol (16) y cuatro triterpenos de
mayor abundancia: lupeol (14) (25%), lupenona (13) (14%), B-amirina (12) (13 %) y B-
amirinona (11) (9.3 %), distintos autores (Antunez, M. 2012; Carrera et al., 2014; Carretero
et al., 2008; De la Cruz et al., 2005; Gomez et al., 2014; Messina et al., 2015; Rojas, A.
2012; Romero et al., 2016) han descrito el contenido fitoquimico de diversas especies de
Bursera tales como: Bursera vejar-vazquezii, Bursera simaruba, Bursera microphylla,
Bursera fagaroides, Bursera morelensis y Bursera copallifera, sefialando el notable
contenido de compuestos de tipo triterpenico como los metabolitos secundarios mas

abundantes derivados de sus resinas, hojas, flores, tallos y raices de dichas especies.

De acuerdo con lo descrito en este trabajo, el extracto presenta un notable contenido
de triterpenos tales como B-amirinona (11), B-amirina (12) lupenona (13), lupeol (14), 3-
epilupeol (18), 1,3-lupandiol (20) y a-amirina (19). En este contexto, este tipo de triterpenos
han sido reportados como importantes antiinflamatorios (Miranda et al., 2000; Aragon et al.,
2004; Puapairoj et al., 2005; Siddique et al., 2011; Gallo et al., 2009).
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Tabla 8. Compuestos detectados por CG-EM de la fraccion menos polar MGNO1-01.

(15)

Nombre Estructura Tr (min) | % area M*
Oxido de Cariofileno (1) o 15.064 1.255 220
6,10,14-Trimetil-2- 2
o eamen Y\/W 17.777 0.862 268
Acido hexadecanoico, 7
metil ester. (3) PN 18579 | 2.239 | 270
3,7,11,15-Tetrametil-2- MM
hexadecen- 1ol (4) ~ 19.242 1.193 | 278
AC|doezle::g?c(gr)w|co, \/W 20.398 0.481 284
Acido octadecanoico, /OWW
metil ester (6) [ 21.318 2.835 298
1-hexacosanol (7) WAVAVAVAVAVAVAVAEVAEVAVAVAVAVE I TRTVSN BT VI -7
. . Of 32.826, 1.812
1-30-triacontanediol (8) AV VAVAVAVAVAVAVAVE VA VAV VAV S o Lo [ 454
Vitamina E (9) 32.826 2.835 430
Ciclooctacosan (10) m 33916 | 7.04 | 392
B-amirinona (11) %tgigé 36.005 9.326 424
B-amirina (12) )Qiif\ig:g 36.504 | 13.097 | 426
Lup-ZO(z(?.)f?:;en-S-ona i@&i 36.958 14.028 424
Lupeol (14) /Qigﬁ 37509 | 25.156 | 426
Estigmast-4-en-3-ona /C;tg:té_//t 38.764 9.693 412
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Fitol (16)

oA 20.49 0.418
WYV\( 41.58 5.244 296

7.2 Analisis de la mezcla de lupeol (14) y a-amirina (19)

Tal como se describié en la seccion de metodologia, la fraccion MGN-01-04 fue
identificada por CCF, con una sola mancha de Rf de 0.19 (mismo Rf del estdndar a-amirina);
sin embargo, al analizarla por *H RMN, se observé que se trataba de una mezcla de al
menos dos triterpenos. Esta mezcla se decidio purificar por HPLC (ver seccion 6.8.1). En el
cromatograma obtenido (Figura 15) se identificaron 3 picos, y se analizaron los dos primeros
mas abundantes por RMN, el primero de ellos con Tr 11.84 min (1 mg) y el segundo con Tr
16.31 min (0.9 mg) identificados por *H RMN como lupeol (14) y a-amirina (19),
respectivamente de los cuales se hablard en las siguientes secciones. El tercero quedo
pendiente por analizar.

DAL C, Sig=10.4 Ref=off (001-0001.0)
LEL
300

e

— [13]
Eﬁ E
w] HE 5
=]
200 =
. 1
o & ¥ W

T.863
9008
10422
ti

T T T
5 10 15 20 LI

Figura 15. Cromatograma de la mezcla de triterpenos HPLC-DAD C18, A 210.

Score = 80%, identificados de acuerdo con su espectro de masas de la biblioteca NIST
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7.3 Elucidacion estructural del lupeol (14)

El lupeol (14) se aislé como un sélido blanco
cristalino, siendo uno de los compuestos mas
abundantes en el extracto de diclorometano. De
acuerdo con su ruta biosintética, es un triterpeno
pentaciclico de tipo lupano, en el cuél su anillo E es de
5 carbonos, con un isoprenilo en el carbono 19. Este
tipo de terpenoides se caracteriza por poseer un doble
enlace exociclico en C-29 (Figura 16, A), donde H-293
y H-29a se observan en 'H-RMN como dos sefiales
dobles con Jgem=2.12 Hz en  4.53 y 4.41 ppm (Figura

Resultados y discusiones

(14

16, B), por otro lado, la sefial caracteristica para H-3 en & 3.12 ppm aparece como dd J =

4.51, 11.03 Hz, siendo la primera ax-ec y la segunda ax-ax (Figura 16, C).

d Jgem (2.12 H
A) gem ( z) "

4.53 4.41

Jax-ax =11.03 Hz
Jax -ec =4 51Hz

Q)

83z

Figura 16. A) Anillo E del lupeol (14), B) expansion de *H de protones vinilicos H-293 y H-29a, C)
expansion de 'H correspondiente a H-3.
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Asi mismo se observa dos sefiales multiplete en & 1.90 y 1.68, que integran cada
una para un hidrogeno propias de los protones H-21 y H-30 respectivamente. Finalmente,
a campo mas alto entre & 1.04-0.79 se observan seis sefiales simples con integracion de
tres hidrégenos cada una, correspondientes a los protones de los metilos C-23 - C-28
(espectro 1 anexos).

7.3.1 Comparacion quimica de lupeol (14) y su epimero (18)

En cuanto al lupeol (14) y su epimero 3-epilupeol (18), la Unica diferencia estructural
se encuentra en C-3, en donde las constantes de acoplamiento y desplazamiento quimico
de H-3 son diferentes (Castro et al., 2019). Respecto al desplazamiento quimico, en
espectro de H de RMN, H-3 de 14 con & 3.12, mientras que para 18, se desplaza
ligeramente a campo bajo a un & 3.39, esto se debe al desapantallamiento del protén H-3
ecuatorial en la conformacion de silla de un anillo de 6 carbonos (Figura 17, D).

Por otro lado, las constates de acoplamiento para 14 J axec =5 Hz Yy J axax = 11.5 Hz
sugieren una configuracién relativa S para el lupeol (14) (Figura 17 C) y para el epimero

(18) J axec = 5 Hz ¥ J ecec = 2.6 Hz sugiriendo una configuracion relativa R (Figura 17, D).
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"

HOW

(14) (18)

Jec-ax =5 Hz

Q) Jec-ax=5Hz
H ax
ec
J ax-ax H
11.5Hz \ \'©
H ax

3.12 ppm anillo A

34ppm anillo A
(14) (18)

Figura 17. A) lupeol (14), B) 3-epilupeol (18), C) Contantes de acoplamiento del anillo A de lupeol
(14), D) Contantes de acoplamiento del anillo A del 3-epilupeol (18).
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7.4 Elucidacion estructural de a-amirina (19)

La a-amirina (19) se aislé6 como un sélido 0
blanco amorfo encontrado en la fraccion MGN-01-04.
19 pertenece a la serie de triterpenos pentaciclicos de
tipo ursano caracterizados por poseer un esqueleto
base de cinco ciclohexanos, con un doble enlace en
el anillo C en C-12 y C-13 y un metilo en los carbonos
19 y 20 respectivamente.

En RMN !H este tipo de terpenoides tienen la
particularidad de observarse a campo alto dos

sefales dobles correspondientes a los metilos de C-
29y C-30 en 6 0.97 y 0.77 ppm respectivamente (espectro 2 anexos).

Asimismo, se observan otras seis sefiales simples correspondientes a los protones
de los metilos de C-23 a C-28 (Figura 18), con integracion de tres hidrogenos cada una &
1.04, 0.92, 0.88, 0.84, 0.80, 0.76 ppm.

H-29
H-30

Figura 18. Expansion de 'H sefiales correspondientes a los metilos.

Por otro lado, en la posicion 3 se encuentra un proton unido a un grupo hidroxilo, lo
cual se observa en un desplazamiento quimico de & 3.19 ppm como una sefial doble de
doble con J axax=11.65Y J axec = 5.42 Hz (Figura 19).
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J ax-ax =11.65

A) B)

dzea= 11853 H=z
Jawer =342 Hz

J ax-ec =5.42

3.19 ppm Anillo A
5 3.19

alfa-amirina

Figura 19. A) Anillo a del a-amirina (19), B) expansion de 'H de & 3.19 sefial doble de doble.

Finalmente, el protén vinilico ubicado en C-12 se observa en 8 5.10 ppm como una
sefal doble de doble con J = 3.40, 4.49 Hz que se logra visualizar como una sefial triple.
Todas las senales de 'H-RMN se establecieron de acuerdo con lo anteriormente reportado
por Antanez, M. 2012.

7.5 Elucidacion estructura de 1,3-lupandiol (20)

El triterpeno mas polar en esta tesis, fue
identificado como 1,3 lupandiol (20), un sdélido
cristalino con muy poca abundancia (1 mg) y sin
pureza total. De acuerdo con el andlisis de *H-RMN
se identifica como un triterpeno pentaciclico de tipo
lupano; sin embargo, en su estructura posee dos

hidroxilos en C-1y C-3, lo que lo diferencia de lupeol

(14) con un solo grupo hidroxilo en C-3.

Lo anterior mencionado se logro identificar
debido a que en el espectro (espectro 3 anexos) de 'H se observan dos sefales base de
oxigeno en & 3.41 y 3.23 ppm (Figura 20, A), estas sefiales poseen una multiplicidad de
doble de doble con J ecax=4.4y 11.2 Hz y Jecax = 4.0 y 11.5 Hz, respectivamente. Estas
sefales corresponden a los protones H-1 y H-3 (Figura 20, B), esto fue comparado con lo

reportado previamente en la literatura (Puapairoj et al., 2005)
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A)
Jax-ax= 11.5Hz
Jax-ec =112 Hz Jax-ec = 4 0Hz
Jax-ax =44 Hz
B) H
O
ax ec 2 ax-ax
H 1
ax-ax HO
ax ec

Figura 20. A) Expansion de H de & 3.23 y 3.34 ppm correspondientes a H-1 y H-3. B) Anillo A de
1,3 lupandiol (20).

En relacién con los metilos C-23 - C-28 y C-30, al igual que 14 se observan siete

sefales simples que integran para 3 protones cada una, entre  1.66 y 0.73 (figura 21)

H-23

H-30
H-25
H-27

H-28
H-26

L75 L7016 180 155 LE0 145 140 L35 130 125 120 5 L0 L0 100 095 090 085 080 075 070 08 060

Figura 21. Expansion de 'H RMN de las sefiales correspondientes a los metilos C-23 a C-28 y C-
30.
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Respecto al espectro de *C RMN (espectro 4 anexos) se pueden observar dos
sefales a campo bajo en & 151.18, 109.83 que corresponden a los carbonos vinilicos C-20
y C-29, respectivamente. Por otro lado, los dos carbonos base de oxigeno se observan en
0 79.10 (C-1), 75.82 (C-3) (Puapairoj et al., 2005).

7.6 Actividad antiinflamatoria del extracto

El extracto de diclorometano de las hojas de Bursera grandifolia se evalud in vitro
por la inhibicion del ON, mostrando una Concentracion Inhibitoria Media (Clso) de 15.26
pug/mL, el cual resulté ser aproximadamente tres veces de mayor potencia que el control

positivo Indometacina (Tabla 9).

Tabla 9. Inhibicién de ON en Macré6fagos RAW 264.7

Muestra Clso [pg/mL]
E. diclorometano 15.26 + 0.88
Indometacina 54.69 + 10.3

*Ensayos realizados por triplicado a 30 pg/mL

De acuerdo con lo descrito en este trabajo, el extracto presenta un notable contenido
de triterpenos tales como B-amirinona (11), B-amirina (12) lupenona (13), lupeol (14), 3-
epilupeol (18), 1,3-lupandiol (20) y a-amirina (19). En este contexto, este tipo de triterpenos
han sido reportados como importantes antiinflamatorios (Miranda et al., 2000; Aragon et al.,
2004; Puapairoj et al., 2005; Siddique et al., 2011; Gallo et al., 2009).

Dentro de los triterpenos de mayor abundancia en este trabajo, fue el lupeol (14),
este metabolito se ha encontrado en varios vegetales de consumo humano tales como
tomate, zanahoria, té negro, entre otros. Ademas, tiene gran importancia farmacolégica
ayudando a combatir cancer, y enfermedades estrechamente relacionadas con inflamacion
como lo es diabetes y artritis (Geetha et al., 2001; Siddique et al., 2011). Asi mismo,
Vasconcelos et al., 2008, describe la eficiencia de la administracion de lupeol (14) en el
tratamiento de asma bronquial, demostrando una atenuacién de alteraciones de la
inflamacién alérgica de las vias respiratorias. Por otro lado, en 2018 Kasinathan, N. et al.,

reportaron que el compuesto 14 ayuda a regular las citocinas TNF-a e IL.

Otro compuesto de mayor abundancia en el extracto es la a-amirina (19) Miranda,

A. et al en 2000 aislaron triterpenos de la corteza de Himatanthus sucuuba usado en la
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medicina popular como remedio antiinflamatorio, evaluando farmacologicamente e
identificando triterpenos de tipo lupeol (14), a-amirina (19) y cinamatos de lupeol, los cuales
presentaron actividad antiinflamatoria al ser probadas en edemas de la pata de rata

inducido por carragenina.

Aragon, G. et al., en 2004 con el objetivo de estudiar los efectos farmacolégicos de
una mezcla isomérica de dos triterpenos: a-amirina (19) y B-amirina (12) aislada de Protium
heptaphyllum y mediante distintos modelos experimentales a nivel del Sistema Nervioso
Central, concluyo que ambos compuestos poseen actividades analgésicas,
antiinflamatorias (tanto cuando se usa profilacticamente como también terapéuticamente),

sedantes, ansioliticos y agentes antiplaquetarios.

Por otro lado, a-amirina (19) y pB-amirina (12), mostraron ser agentes
antiinflamatorios, reduciendo significativamente el edema causado por el TPA en orejas de

ratén con porcentajes de inhibicion de 68.8 y 77.5 respectivamente Matulevic et al 2016.

Otros triterpenos de este tipo de estructura han demostrado actividad inhibitoria in
vivo en edema de ratén con % de inhibicién importantes a-amirina (25.00 + 1.81, > 2.35),
lupenona (57.25 £ 1.36, 1.05), 3-epilupeol (66.39 + 4.38, 0.83). Estos mismos compuestos
fueron evaluados in vitro con % de inhibicion de ON a-amirina (93.65 + 7.8, 8.98), lupenona
(96.82 £ 1.93, 20.80), 3-epilupeilo (61.03 £+ 7.44, 43.31), Romero, A. 2017).

Finalmente, compuestos como lupeol (14), a-amirina (19) y B-amirina (12) han
mostrado baja citotoxicidad en células sanas y actian sinérgicamente cuando se utiliza en
terapias combinadas (Gallo et al., 2009), tal podria ser el caso del extracto B. granfofolia en
donde podrian actuar en forma conjunta los triterpenos para inhibir el proceso de

inflamacién demostrado para el extracto Clso = 15.26 pug/mL.
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8. CONCLUSIONES

A partir de las hojas de Bursera grandifolia se obtuvo el extracto de diclorometano
(CH2Cl2) con un rendimiento del 1.36 %. Su estudio quimico permitio la identificacion de 20
compuestos descritos principalmente como acidos grasos (2-8), esteroles como el
estigasterona (15), B-sitosterol (17), y triterpenos como B-amirinona (11), B-amirina (12),
lupenona (13), 3-epilupeol (18), lupeol (14), a-amirina (19) y 1,3-lupandiol (20).

Los resultados relevantes de actividad antiinflamatoria in vitro del extracto de
diclorometano de las hojas B. grandifolia cuya Clso fue 15.26 + 0.88 ug/mL, sugieren que la
especie es capaz de intervenir en el proceso de inflamacién de con la inhibicién en la
produccién de 6xido nitrico (NO), la amplia presencia de triterpenos en el extracto y los

reportes farmacolégicos de estos respaldan la actividad antiinflamatoria al extracto.

Asimismo, es la primera vez que se reporta un estudio fitoquimico del extracto
diclorometanico de las hojas de B. granfofolia colectadas en el estado de Morelos; por lo
cual contribuimos al contenido de fitoquimicos (principalmente triterpenos) de dicha especie

vegetal.

Finalmente, el conjunto de los resultados quimicos y de la actividad antinflamatoria
del extracto de CH.CI, de las hojas de B. grandifolia, sustentan el uso etnomédico de la

especie en la medicina tradicional mexicana.
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10. ANEXOS

10.1 Espectros

7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4,0 3.5
f1 (ppm)

Espectro 1. *H RMN (400 MHz, CDCls) lupeol (14).

53



STEAETY

ooooooo

ﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂ

M\J{ . l.mihl ) “ WL._.L

7.5

7.0

6.5 6.0 5.5 5.0 45 4.0
f1 (ppm)

Espectro 2. *H RMN (400 MHz, CDCls) a-amirina (19)

Anexos

54



T T T T T T T T T T T T T T T
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f1 (ppm)

Espectro 3. *H RMN (600 MHz, CDCls) 1,3-lupandiol (18).
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f1 (ppm)

Espectro 4. 13C RMN (175 MHz, CDCls) 1,3 lupandiol (18).
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10.2 Lista de estructuras

(1) Oxido de Cariofileno

(2) Pentadecanona, 6,10,14-trimetil
(o]

TYTrTTTT

(3) Acido hexadecanoico, metil ester

/\/\/\/\/\/\/\)Lo/

(4) 3,7,11,15-Tetrametil-2-hexadecen-1-ol

A

OH

(5) Acido hexadecanoico, etil ester
(¢}

\/W

0

(6) Acido octadecanoico, metil ester
0.

/W

0

(7) 1-hexacosanol

NAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVY

(8) 1-30-triacontanediol

AAANAANANAAANAANNAAN
Ho'

(9) Vitamina E

HO.

(20) Ciclooctacosan
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(12) B-amirinona (11)

(12) B-amirina

%,
“,

(13) Lup-20(29)-en-3-ona
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(15) Estigmast-4-en-3-ona

(16) Fitol
HO\/YW
a7 B-sitosterol

(18) 3-Epilupupeol
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(29) a-amirina
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(20) 1,3 lupandiol
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