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BIHF Bursera linanoe Hexano Fruto

BIAF Bursera linanoe Acetona Fruto

BIMF Bursera linanoe Metanol Fruto

CCF Cromatografia en Capa Fina

CcC Cromatografia en Columna

COX Cicloxigenasa

EPOC Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica
FLA2 Fosfolipasa A2

HPLC Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (por sus siglas en inglés High

Performance Liquid Chromatography)

IL-10 Interleuquina Diez

IL-12 Interleuquina Doce

IL-18 Interleuquina Dieciocho

IL-1 Interleuquina Uno

IL-6 Interleuquina Seis

IL-8 Interleuquina Ocho

LPS Lipopolisacaridos

LOX Lipooxigenasa

MIC Concentracion Minima Inhibitoria

RMN Resonancia Magnética Nuclear

SARM Staphylococcus aureus Resistente a Meticilina
TXA2 Tromboxano

TPA 13-acetato de-12-O-tetradecanoilforbol

TNF-a Factor de Necrosis Tumoral-Alfa



RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar la capacidad antiinflamatoria y antibacterial de la
especie Bursera linanoe, colectada en Zontecomatlan municipio de Olinalda Guerrero,
utilizando los modelos de edema inducido por 13-acetato de 12-O-tetradecanoilforbol
(TPA) en ratones ICR y el método de Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) en bacterias
Staphylococcus aureus sensible (Sa) y multirresistente a meticilina (SaR) respectivamente.
El extracto metandlico de las hojas de Bursera linanoe (BIMH) fue el que presenté mayor
efecto antiinflamatorio, disminuy6é el edema 58.24 % a una dosis 1 mg/oreja. Del
fraccionamiento quimico de BIMH se obtuvo una subfracciéon BIF1, que a una dosis de 1
mg/oreja disminuyd el edema auricular en un 42.45 %. Esta fraccidon estd constituida
principalmente por flavonoides. Del fraccionamiento de BIF1 se obtuvo una fraccién F10 de
color blanco, el andlisis de RMN 'H y 3C, indicé que se trata de una mezcla la cual
corresponde a Ribopiranosido 3-O-B-D- Kaempherol y Ribopiranosido 3-O-3-D- Quercetina.
Por otro lado, el extracto aceténico de frutos de B. linanoe (BIAF) presenté mayor actividad
antibacterial en el método de Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) en bacterias a
concentraciones 2.0, 1.0 mg/ml frente a SaR y a 2.0, 1.0, 0.5 mg/ml frente a Sa. Del
fraccionamiento quimico de BIAF se obtuvo una subfraccién BIF4, que presentd una
inhibicion del crecimiento bacteriano con un MIC= SA 0.5, 1.0, 2.0 mg/ml), (SaR 0.25, 0.5,
1.0, 2.0 mg/ml). Estos resultados demuestran que BIF1 modula la respuesta antiinflamatoria
y que BIF4 inhibe el crecimiento bacteriano de Staphylococcus aureus sensible (Sa) y

multirresistente a meticilina (SaR)
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1. INTRODUCCION

En la actualidad, el ataque de las bacterias y los problemas inflamatorios siguen
siendo dos problemas de salud muy frecuentes de la sociedad global. Datos publicados por
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) comentan que los nifios y adultos mayores son
las poblaciones mas susceptibles a las enfermedades infecciosas (Okeke et al., 2005) y han
revelado que las bacterias han generado una alta resistencia a los antibidticos existentes,
por lo que las infecciones se han elevado (OMS, 2017). Las bacterias resistentes mas
frecuentes son, Staphylococcus aureus sensible y multirresistente a meticilina entre otras.
(OMS, 2017). Por otro lado, la inflamacién esta implicada en varias enfermedades crénico-
degenerativas entre las que destacan el cancer, la diabetes y la hipertension. Este problema
de salud causa altos niveles de mortalidad alrededor del mundo. Los principales
tratamientos incluyen los antinflamatorios no esteroidales (AINE’s) y corticosteroides,
desafortunadamente ambos grupos de medicamentos tienen efectos secundarios nocivos
para la salud del ser humano (Borda and Koff, 1992). La medicina tradicional ha jugado un
papel relevante en el cuidado de la salud, de hecho el estudio de las plantas medicinales ha
sido una de las fuentes mas importantes de nuevos compuestos tanto antibacteriales como
antinflamatorios. Bursera linanoe, es utilizada en Morelos y Guerrero, como fuente de
materiales para hacer trabajos manuales con olores agradable y es una de las especies
utilizadas para la extracciéon de linalool (Noge et al., 2010). Estudios previos farmacoldgicos
del género Bursera, indican que producen monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos,
triterpenos, lignanos, entre otros (Robles et al., 2005; Yucawa et al., 2004; Zufiga et al.,
2005; Noguera et al., 2006; Marcotulio et al., 2018). En el aspecto farmacoldgico, se han
reportado varias especies de Bursera con propiedades antibacterianas y antiinflamatorias.
(Queiroga et al., 2007; Camarda et al., 2007; Manzano et al., 2009; Lujan-Hidalgo et al.,
2012; Martinez-Elizalde et al., 2018; Villa-Ruano et al., 2018). En la bibliografia no se han
encontrado estudios farmacolégicos de B. linanoe, por lo que el objetivo del presente
trabajo es evaluar la actividad antibacterial y antiinflamatoria de extractos obtenidos a

partir de esta especie vegetal, que puedan inhibir el crecimiento de bacterias mediante el
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método de concentracion minima inhibitoria (CMI) por otro lado, suprimir la respuesta
inflamatoria utilizando el modelo: inflamacién aguda en ratones con, 13-acetato de-12-O-

tetradecanoilforbol (TPA).

2. ANTECEDENTES

2.1. Inflamacion

La inflamacion es una respuesta de los organismos a diferentes agresiones
enddgenas o exdgenas, al dafo causado a sus células y tejidos por patdgenos bacterianos y
por cualquier otro agresor de naturaleza bioldgica (bacterias, virus, hongos, parasitos);
quimica: (detergentes, pegamentos, halogenados o cdusticos en aerosol, desinfectantes,
insecticidas, aromatizantes) y fisica/mecanica (traumatismos, cirugias, quemaduras vy
radiaciones). Tanto la respuesta inmune innata como la adquirida intervienen en este
proceso que tiene numerosos efectos locales y sistémicos. Segun el tiempo de evolucién
puede ser aguda o crdnica, que suele dar lugar a una enfermedad degenerativa como
artritis, arteriosclerosis o cancer (Vega et al., 2008; Garcia et al., 2008; Arts et al., 2018). Los
tratamientos mas utilizados para prevenir o disminuir la progresiéon de la inflamacion aguda
o crénica son los antiinflamatorios no esteroidales (AINE’s) y corticosteroides, pero se
menciona que tienen varios efectos colaterales (Borda and Koff, 1992). En el proceso
inflamatorio es importante mencionar las principales moléculas que son mediadores de la
inflamacién como las citosinas, interleucinas (IL-1, IL-6), factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a), son pequefias proteinas o glicoproteinas, que actian como autacoides o como
hormonas, producidas generalmente como formas precursoras por células activadas que
regulan el proceso inflamatorio, como por ejemplo la IL-1, lipopolisacaridos (LPS) y TNF-a
pueden aumentar los niveles de las leptinas y de manera bidireccional, estas regulan la
produccién de TNF-a, IL-1 e IL-6, citocinas proinflamatorias que aumentan aun mas el
proceso inflamatorio. Por otro lado, entre las moléculas antiinflamatorias se encuentra el

factor de crecimiento transformante beta (TGF-B), con efectos pro y antiinflamatorios, que



se sintetiza por células mononucleares y macroéfagos. La IL-6 segln el receptor al que se una

puede tener efectos que favorecen o disminuyen la inflamacién (Sutterwalla et al., 2007).

2.2. Inflamacion Aguda

Este tipo de inflamacidn es una respuesta inmediata al agente agresor cuya finalidad
es liberar mediadores de defensa del organismo en el area de la lesidon cuyo comienzo es
rapido y cursa una duracion corta. Por otro lado, es una respuesta protectora natural del
cuerpo a cualquier lesidn, irritacidn, o cirugia. Este proceso de defensa natural lleva un flujo
de sangre incrementado al drea afectada, lo que produce una acumulacién de liquidos. A
medida que el cuerpo acumula esta respuesta protectora, los sintomas de la inflamacién se
desarrollan. Estos incluyen; hinchazdén, dolor, aumento del calor y enrojecimiento de la piel.
Por lo tanto, cuando es aguda, ocurre como una respuesta inmediata a un trauma lesién o

cirugia, habitualmente en el curso de las siguientes dos horas (Herrera, 2014).

2.3. Inflamacidn Crénica

Es un proceso prolongado, que lleva a cabo la destruccidn tisular, inflamacidn activa
y un repetitivo intento de reparacidn. De tal forma, que la inflamacién refleja una respuesta
continda a una condicién médica de mas largo plazo, tal como la artritis. Asi mismo, la
inflamacidén crdénica es una inflamacién de duracién prolongada en la que ocurre al mismo
tiempo la inflamacién activa, la lesidn histica y la resolucién. La inflamacién crénica muestra
las caracteristicas siguientes: infiltracion por células mononucleadas, tales como los
macrofagos, linfocitos y células plasmaticas. Destruccion histica, reparacion, que implica la

proliferacién de nuevos vasos y fibrosis (Herrera, 2014; Gonzalez-Costa et al., 2019).

2.4. Reguladores del Proceso Inflamatorio

Los principales mediadores de la inflamacién: histamina, serotonina, bradicinina,
eicosanoides (prostaglandinas, prostaciclinas, tromboxanos y leucotrienos), quimiocinas,
enzimas (triptasas y otras proteasas), factor activador de plaquetas, fibrina, C3a, C5a.

Citocinas IL-1, IL-6, Factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-a), son las conductoras del proceso.



Participan también citocinas quimioatractantes (IL-8); inductoras de la respuesta linfocitica
(IL-12, IL -18); generadoras de células en médula dsea (IL-3, factor estimulante de colonias
de granulocitos y monocitos (GM-CSF); supresoras del proceso (IL-10), Factor-

transformador de crecimiento (TGFB) (Vega, 2008).

2.5. Farmacos Antiinflamatorios

Los antiinflamatorios no esteroideos que son utilizados hoy dia, en su inmensa
mayoria inhiben las actividades de la ciclooxigenasa 1 (COX-1) presente en diversos tejidos
y reacciones fisioldgicas, y la ciclooxigenasa 2 (COX-2) presente en el tejido lesionado. La
inhibicion de COX-2 media los efectos no deseados de la inflamacién, pero la simultdnea
inhibicion de COX-1 ocasiona efectos colaterales que son consecuencia de la disminucién
en la sintesis de prostaglandinas, prostaciclinas y tromboxanos (Pektas et al., 2007). Los
AINEs, incluyen muy diversos compuestos, que, aunque casi nunca tienen relacion quimica
alguna, si comparten actividades terapéuticas y efectos colaterales. En este grupo se
incluyen los farmacos antiinflamatorios, analgésicos y antipiréticos (Pérez et al., 2002;

Cisneros et al., 2018; Kim et al., 2008).

2.6. Principales Grupos de AINEs (Perea-Martinez et al., 2016).

Salicilatos ASA (acido acetilsalicilico), Diflunisal

Derivados pirazolénicos Aminofenazona (dipirona o metamizol),
Fenilbutazona, Azaprofazona

Derivados del para-aminofenol Acetaminofen (paracetamol o tylenol)

Derivados del acido acético Indometacina, Sulindaco, Glucametacina

Derivados carboxilicos y pirrolpirrdlicos Etodolaco, Ketorolaco

Derivados del 4cido fenilacético Diclofenaco (voltaren), Aclofenaco,
Tolmetina Fenclofenaco

Derivados del acido n-acetilantranilico Acido mefenamico, Niflumico,
Meclofenamico, Clonixinato de lisina

Derivados del dcido propidnico Ibuprofeno, Naproxeno, Ketoprofeno,
Flurbiprofeno, Fenoprofeno, Oxaprozina

Derivados endlicos Piroxican, Meloxican, Tenoxican

Grupo naftilalcanonas Nabumetona




2.7. Mecanismo de Accion de los AINEs

La familia de prostaglandinas, leucotrienos y compuestos similares han sido
llamados eicosanoides porque derivan de acidos grasos esenciales de 20 carbonos, en los
seres humanos, el acido araquiddnico es el precursor mas abundante y proviene del acido
linoleico de los alimentos o se ingiere como parte de la dieta, por ejemplo, el acido
araquidonico (AA) se encuentra esterificado a los fosfolipidos de membrana, cuando se
produce la agresion de los tejidos por diferentes agentes, se activa la fosfolipasa A2 (FLA2),
esta enzima hidroliza el enlace de éster de fosfolipidos de membrana con la liberacién de
AA (desprendido de la membrana celular); los corticosteroides inhiben a la FLA2, lo que
impide la liberacion de AA (Morse et al., 2006). La primera enzima que participan en la
sintesis de prostaglandinas es la sintetasa de endoperdxido (PGH2) llamada cominmente
como ciclooxigenasa de acido graso; existen 2 isoformas de la enzima que son la COX-1vy la
COX-2, la primera se expresa en forma constitutiva en casi todas las células, por otro lado,
la COX-2 necesita ser inducida y se expresa en forma transitoria y casi exclusivamente en
células inflamatorias estimuladas y promueve la formacién rapida y en gran escala de
mediadores de la inflamacion (Kim et al., 2008). Los AINEs ejercen su actividad
antiinflamatoria a través de la inhibicién de la COX-2 en el sitio de la inflamacién, pero
también estos farmacos son capaces de inhibir la COX-1 en los tejidos gastrointestinales y
renales, lo que genera efectos indeseables y puede limitar su utilidad terapéutica
expresando en otros términos la relacién beneficio riesgo de los AINEs, que dependera de
su capacidad de bloquear en mayor o menor grado a estas formas de COX (Pérez et al.,
2002;). EI PGH2, también es metabolizado en las plaquetas a tromboxano (TXA2), sustancia
vasoconstrictora y agregante plaquetario, el tromboxano sintetasa es la enzima que media
su formacion, de tal forma que, la prostaciclina (PGI2) es formada también a partir de
prostaciclina por accién de la prostaciclina sintetasa, solamente en el nivel de los
endotelios; la PGI2 tiene efectos opuestos al TXA2, ya que es vasodilatadora y
antiagregante, en cambio, el AA, que es metabolizado por la lipooxigenasa (LOX), dard lugar
a la produccién de leucotrienos, que son sustancias hipersensibilizantes y vasoconstrictoras.

Asimismo, las prostaglandinas y leucotrienos son importantes mediadores del proceso



inflamatorio y serdn responsables de las manifestaciones clinicas de la inflamacién (Cisneros

et al., 2018).

2.8. Efectos Secundarios de los AINEs
Los antiinflamatorios no esteroideos AINEs son medicamentos, que pueden producir
dafio por su mecanismo de accidén, efectos no deseables en el organismo de los pacientes;
uno de los érganos principales donde pueden producir estos efectos es en el aparato
digestivo al inhibir las COXs (Gonzalez-Costa et al., 2019). Los efectos se relacionan con la
irritacion directa o indirecta del tracto gastrointestinal, pero la mayoria de las veces no hay
sintomas, pero pueden ser muy graves, se estima su incidencia hasta el 10% de los usuarios,
los mds susceptibles son los ancianos; este efecto adverso depende de la inhibicidn de las
prostaglandinas, son unas moléculas importantes en la proteccidon de la mucosa gastrica,
pues limitan la secrecion acida gastrica y estimulan la formaciéon de mucus (Renda et al.,
2010). Los AINEs ademas de producir lesidn local, reducen el flujo sanguineo y dificultan el
funcionamiento de las defensas en la mucosa del tubo digestivo. Por otro lado, los efectos
secundarios gastrointestinales mas frecuentes son:
e Esofagitis, ulceras (siendo sus complicaciones mas frecuentes hemorragia vy
perforacion), gastroduodenitis, lesiones tépicas y diarrea.
e La aparicion de estos efectos nocivos a nivel del tracto digestivo (erosiones, Ulceras
y perforaciones) puede producirse independientemente de cudl sea la via de
administracién del farmaco (oral, inyectable o rectal) y que su toma por via oral
junto con alimentos o después de las comidas no protege de su aparicién (Pérez,

2012).

2.9. Fisiopatologia

El proceso inflamatorio representa una reaccidén tisular imprevista ante una
agresion, basadas en la integracién de secuencias moleculares incitadas por el dafio tisular
causado por el ingreso de microbios o por la presencia de material extrafio exdgeno o

endogeno (Arts et al., 2018).



La inflamacién es un mecanismo fisiopatoldgico basico, la magnitud de la respuesta
inflamatoria es crucial pues una respuesta inflamatoria insuficiente resulta en
inmunodeficiencia, lo cual puede conducir desde una infeccidon hasta cancer; por otro lado
una excesiva respuesta inflamatoria causa morbilidad y mortalidad en enfermedades tales
como, arteriosclerosis, tromboembolismo, enfermedad arterial coronaria, cerebral y
periférica, asma, enfermedad pulmonar obstructiva créonica (EPOC), la enfermedad de
Crohn, colitis ulcerosa, peritonitis, esclerosis multiple y artritis reumatoide, entre otras

(Nathan, 1987).

2.10. Proceso de Inflamaciéon Aguda

En el proceso inflamatorio hay cambios vasculares donde los vasos sanguineos
sufren cambios importantes en el flujo que posibilitan y maximizan la salida de proteinas y
células plasmaticas desde la circulacién hacia el foco inflamatorio, uno de los primeros
cambios vasculares es la vasodilatacion, inducida por la histamina, producida por las células
cebadas y el acido nitrico, que actuaran sobre el musculo liso vascular, dilatandolo, por lo
tanto, habrd un aumento de la permeabilidad microvascular, resultado de la combinacién
del aumento de la presién hidrostatica y la disminucion de la presién osmética, lo que lleva
a la salida de liquidos del espacio intravascular al extravascular con la formacion de edema;
estos cambios tienen como consecuencia la disminucién de la velocidad sanguinea, que,
sumada a la pérdida de liquido intravascular, concentracién de hematies y aumento de la
viscosidad de la sangre, da como resultado la éstasis, la cual es responsable de la
marginacion de los leucocitos, los cuales en condiciones normales circulan por el centro de
los vasos (Weiss, 2002). Por otro lado, los leucocitos deben viajar desde la luz de los vasos
sanguineos al sitio de la lesién y ejecutar ahi sus funciones de defensa, es decir, fagocitar al
agente patdégeno; la lesidn sigue el curso de una locomocion orientada por un gradiente
quimico, que es la quimiotaxis; los leucocitos “saben a dénde ir” gracias a los agentes
guimiotdcticos, los cuales a su vez causan la activacién leucocitaria; los leucocitos ya
activados cumpliran su funcion principal, eliminar al agente agresor del foco inflamatorio

mediante la fagocitosis, que se dard en tres etapas, el reconocimiento y unién de particulas,



interiorizacién con formacion de vacuola fagocitica, y muerte o degradacion del material
patégeno ingerido (Herrera, 2014). La inflamacién puede restituirse al completo estado de
normalidad solamente si se elimina el agente causal, se reabsorbe totalmente el exudado y
se regeneran los tejidos destruidos este proceso dependera del grado de respuesta de cada
organismo a los mediadores quimicos, y se podran evidenciar dos posibles resultados del
mismo; resolucidon completa y curacién por reemplazo de tejido conectivo (fibrosis). (Garcia,

2008).

2.11. Progresion a una Inflamacién Crénica

En la inflamacion crénica las caracteristicas mds importantes son: infiltrado celular
compuesto por macroéfagos, linfocitos y células plasmaticas, importante destruccién tisular,
formacién de tejido fibroso y angiogénesis (proliferacion de pequenos vasos sanguineos)
que prevalece sobre exudado de liquidos (Robbins y Cotran, 2010). Los macréfagos son
derivados de los monocitos del torrente sanguineo, los cuales, al igual que los neutrdfilos
en la inflamacién aguda, son inducidos a migrar de la luz de los vasos hasta el foco de la
inflamacidn, por accion de los factores quimiotacticos; estos macréfagos se activan gracias
a citocinas producidas por las células T o por otros factores de origen no inmunitario, este
grupo celular serd el de acumulacién mas persistente en la inflamacidn crénica, otras células
gue interfieren en este cuadro inflamatorio son los linfocitos y los eosinéfilos (Herrera,
2014). Las células cebadas estan distribuidas por los tejidos conjuntivos y estan presentes
tanto en la inflamacién aguda como en la crénica. Una forma especifica de inflamacidn
crénica es la inflamacién granulomatosa, como reaccién inflamatoria distintiva, la cual
consiste en la presencia de granulomas que, son focos microscépicos que se caracterizan
por la presencia de agregados de macroéfagos transformados en células epiteloides, que se
refleja por un aplanamiento celular ademas de aumento de volumen, y a su vez estas células
epiteloides estan rodeadas por un collar de leucocitos mononucleares (Miller, 2001). Entre
las causas para que se desencadene este tipo de inflamacién, podemos mencionar causas
bacterianas, como en el caso de tuberculosis y lepra, parasitarias, micéticas, por metales

pesados, por presencia de cuerpos extraifos y por causas desconocidas (Garcia, 2008).



2.12. Plantas Medicinales del Género Bursera con Actividad Antiinflamatoria

2.12.1 Bursera simaruba

Bursera simaruba también conocida como indio desnudo, cucheme o mara, es una especie
originaria de América tropical, Florida central hasta las Bahamas, las Antillas, México
Colombia, Venezuela y la Guayana, la corteza, hoja, flor y fruto recolectadas de la especie
vegetal son utilizadas en la medicina tradicional para el tratamiento de diversas
enfermedades (Garcia et al., 1975) como Uulceras, reumatismo, resfriado, disenteria y
diarrea (Bernal y Correa et al., 1990; Gupta et al., 1995).Varios estudios farmacolégicos han
demostrado la actividad antiinflamatoria, de esta especie vegetal; de la corteza fueron
aislados tres compuestos mediante estudios de resonancia magnética nuclear, vitamina E,
metil-B-peltatina A y metil- B-peltatina B; un estudio de actividad antinflamatoria por el
método de edema plantar con carragenina del extracto de n-hexano de las hojas a 60 mg/kg
y mostrd una inhibicidn del edema de 53,12 %. Los compuestos probados fueron metil-B-
peltatina A 20 mg/kg y metil- B-peltatina B 26, 2 mg/kg. La mayor actividad inhibitoria fue
de metil-B-peltatina A con un 29,3 % de inhibicién al compararse con el antiinflamatorio

fenilbutazona (FBZ) a 80 mg/kg (Noguera et al., 2006).

2.12.2 Bursera graveolens

B. graveolens también conocido como carafio, sasafras o tatamaco es un arbol
caducifolio de la familia Burseraceae se encuentra distribuido en Yucatan Colombia y Peru.
La resina y hojas recolectadas de la especie vegetal son utilizadas en la medicina tradicional
para el tratamiento de hernias, tronchaduras, para extraer cuerpos extrafios de la piel, para
lavar heridas y en forma oral son usados contra el asma, la diarrea y cdlculos en el rifidon
(Bernal y Correa et al., 1990). Varios estudios farmacolégicos han demostrado la actividad
antiinflamatoria, de esta especie vegetal; un estudio de actividad antinflamatoria por el
método de edema plantar con carragenina, del extracto etandlico de corteza a 300 mg/Kg
de peso, dio un 71.66 % de inhibicion; mientras que, el extracto etandlico de hojas mostré
un 62.0 % de inhibicidn a la misma concentracion. Por su parte, la fraccién en éter de

petrdleo de hojas a 100 mg/Kg de peso dio un 60.77 % y una fraccion de diclorometano en



igual concentracion dio un 50.48 % de inhibicion. La fraccidon con mayor actividad inhibitoria
fue la de éter de petrdleo de la corteza que a 100 mg/Kg de peso, mostré un 70.02 % de
inhibicion al compararse con el antiinflamatorio indometacina (5 mg/Kg). Tanto de la
fraccion de éter de petréleo como de la de diclorometano de corteza fueron aislados tres
triterpenos tetraciclicos: acido B-elemdnico, dcido a-eleménico, acido 3a-hidroxitirulaca-
7,24-dien-21-oico (Robles et al., 2005). Un estudio fitoquimico de B. graveolens informé que
se aislaron cinco compuestos del aceite volatil obtenido por extraccion con éter dietilico de
corteza de B. graveolens, sus estructuras se dilucidaron mediante estudios de RMN, los
compuestos fueron (-)-dihydro-a-agarofurano, (-)-5, 11-epoxy-4a, 58, 10a-eudesm-1-eno,
(-)-4a-hydroxydihydroagarofurano, (-)-38, 48-oxidoagarofurano and (-)-10-epi-y-

eudesmol (Yukawa et al., 2004).

2.13. Enfermedades Infecciosas
El mundo que nos rodea esta constituido de un complejo y denso contenido de
microorganismos, principalmente bacterias y hongos que causan enfermedades y son un
problema de salud que representa importantes costos tanto en lo econdmico como en el
bienestar de las personas afectadas, la importancia de la prevencion y el control de las
infecciones por microorganismos es relevante ya que, genera un problema de salud publica
mundial (Camarena et al.,, 1995). Podemos mencionar los siguientes microorganismos
patdgenos que, causan diferentes enfermedades como:
e Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM), desde el punto de vista
clinico, las infecciones por SARM las infecciones son las que afectan al tejido cutaneo
y subcutaneo (lesiones supuradas o abscesificadas), las infecciones de herida
quirurgica, bacteriemia, neumonia, osteomielitis, artritis y la infeccidn asociada al
catéter intravascular o sondaje urinario. Entre las complicaciones potencialmente
graves de la bacteriemia estafilocdcica se encuentran el shock séptico y las
infecciones metastdsicas graves, como la endocarditis aguda, miocarditis,
pericarditis, meningitis, artritis, osteomielitis, neumonia y abscesos (Cervantes-

Garcia et al., 2014).
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e Elimpacto de los microrganismos patdgenos sobre la salud y a través de los afos se
ha incrementado la tasa de morbilidad y mortalidad a pesar del gran nimero de
antibioticos disponibles que existen. Aunque los microorganismos forman parte del
microbiota normal del ser humano, entre 25 y 50 % de la poblacién sana esta
colonizada por estos microorganismos que, constituyen un riesgo por su
diseminacion. Este puede ser adquirido a través del contacto con otras personas o
por exposicion al ambiente. En los Ultimos afios han aumentado de forma notable
las infecciones por estos microorganismos Staphylococcus aureus y Staphylococcus

aureus resistente a meticilina (Monina et al., 2007).

2.14. Agentes Causantes de Enfermedades Infecciosas
e Staphylococcus aureus
Dominio: Bacteria
Filo: Firmicutes
Clase: Bacilli
Orden: Bacillales
Familia: Staphylococcaceae
Género: Staphylococcus
Especie: S. aureus
Los estafilococos son un amplio grupo de bacterias Gram-positivas, cuyo diametro
oscila entre 0.5 y 1.5 micras. Se caracterizan por que se dividen en agrupaciones que,
asemejan a racimos de uva. Staphylococcus aureus sigue siendo un patégeno peligroso en
humanos causando infecciones de piel y tejidos blandos. Por otro lado, su distribucién se
extiende a nivel mundial y el impacto en la morbimortalidad es considerable a nivel
comunitario e intrahospitalario, son frecuentemente adquiridos en la comunidad por
consumir alimentos contaminados por microorganismos patégenos. En los hospitales las
infecciones se han vuelto mas dificiles de combatirlo, debido a la aparicién de cepas
resistentes a multiples farmacos como Staphylococcus aureus (MRSA) (Lowy, 1998; Kong et

al., 2016; Merriman et al., 2014; Zendejas-Manzo et al., 2014).
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2.15. Tratamiento Farmacolégico

Los antimicrobianos se definen, como medicamentos que destruyen los
microorganismos o impiden su multiplicaciéon, en el tratamiento de una enfermedad
infecciosa se debe de matar o inhibir al microorganismo causante de la infeccion y ademas
debe ser efectivo a bajas concentraciones. Actualmente, se conocen mas de 5000
antibidticos de los cuales alrededor del 75 % son producidos por los mismos microrganismos
(Kotra et al., 2000).
Basados en su estructura quimica, los antibidticos se pueden clasificar en los siguientes
grupos:
1.- Betalactamicos. Se caracterizan por poseer en su estructura el anillo betalactdémico que
estd compuesto por 3 dtomos de carbono y 1 dtomo de nitrégeno. En esta categoria se
incluyen:
Penicilinas: Bencilpenicilina
Clavamas: Acido clavulanico
Cefalosporinas: Cefotaxima
Monobactamas: Aztreonam
Carbapenemas: Imipenem
2.- Macrolidos. A esta categoria pertenece la eritromicina que consiste en un anillo
lacténico con azucares aminados.
3.- Aminoglicésidos. El antibidtico mas conocido, la neomicina también pertenece a este
grupo y debido a que se absorbe poco se utiliza oralmente antes de una cirugia intestinal.
4.- Tetraciclinas. Los antibidticos de este grupo (tetraciclina, clortetraciclina,
oxytetraciclina, doxiciclina) tienen en comun en su estructura el anillo naftaleno (4 anillos).
5.- Polipeptidicos. A este grupo pertenece la bacitracina. Los antibidticos pertenecientes a
este grupo se caracterizan por poseer una cadena de aminodcidos algunas veces circular
como es el caso de la polimixina B debido a su toxicidad se aplican de forma tdpica.
6.- Polienos. Compuestos que contienen tres o mas dobles enlaces. El grupo incluye los

antibidticos nistatina y anfotericina B. pero debido a su toxicidad se usa en tratamientos de
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la piel e infecciones bucales. La anfotericina B (su nombre proviene de su caracter anfotérico
ya que posee propiedades de acido y base) y también es toxico (causa dafos en el rifidn)
por lo que se administra monitorizado en el tratamiento de infecciones internas fungicas

(Giron, 2008).

2.16. Mecanismo de Accion de los Antibioticos

La eficacia toxica de los antibidticos es la consecuencia de su capacidad de inhibir
una reaccion bioquimica especifica y esencial. Para que el antibidtico ejerza su accién es
necesario que llegue al foco infeccioso, penetre en las bacterias (por difusién o transporte
activo) y alcance intracelularmente la concentracién necesaria. Una vez dentro de la célula
el antibidtico puede ser bacteriostatico si inhibe la multiplicacién de forma reversible, o
bactericida si tiene un efecto letal. En general, cada grupo de antibidticos actua
preferentemente de una forma u otra como por ejemplo los antibidticos bacteriostaticos:
macrdlidos, tetraciclinas, cloranfenicol y los antibidticos bactericidas: betalactamicos,
aminoglicdsidos, polipeptidicos, polienos. Los antibiéticos de uso pueden ejercer su accién
en una de las siguientes estructuras o funciones:
1.- Inhibicién de la sintesis de la pared celular
2.- Alteracion sobre la membrana citoplasmatica
3.- Inhibicidn de la sintesis proteica

4.- Blogueo de la sintesis de los acidos nucleicos (Morejon et al., 2003).

2.17. Efectos Secundarios de los Antibidticos

Los antibidticos son medicamentos que tienen determinadas reacciones adversas.
Sin embargo, no se desconoce que ciertas clases de antimicrobianos comparten el mismo
efecto colateral, como ocurre con los betalactdmicos que pueden inducir
hipoprotrombinemia, los aminoglucdsidos asociados a ototoxicidad y nefrotoxicidad, las
quinolonas que tienen efectos colaterales, los principales son provocar fiebre y/o erupcién
cutanea. Podemos mencionar otros efectos relacionados con hipersensibilidad menciona a

ciertos antimicrobianos inductores de: fiebre, erupcidon cutanea, reaccion anafilactica,
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como son las penicilinas, cefalosporinas, isoniazida, aminoglucésidos, macroélidos y

vancomicina (Arteaga et al., 2002).

2.18. Plantas Medicinales del Género Bursera con Actividad Antibacterial

El género Bursera agrupa mas de un centenar de especies de plantas lefiosas, cuya
distribucidn se restringe al continente americano, se extiende desde los extremos suroeste
y sureste de los Estados Unidos hasta el norte de Peru y de Brasil, incluyendo las Antillas y
las Galdpagos. Su centro de diversidad se localiza en México, donde hasta la fecha se
conocen al menos 80 especies que habitan en los bosques tropicales a altitudes entre 650
y 1800 m, situados principalmente en la cuenca del rio Balsas (Rzedowski et al., 2005). Son
arboles de tamafio bajo a medio (5 a 15 m); se considera caracteristico de comunidades, ya
gue su presencia en los sitios perturbados es poco frecuente. Son dioicas, muy resinosas,
con aromas agradables y penetrantes. Presentan un tronco de hasta 60 cm de didmetro,
con corteza gris-rojiza, no exfoliante y con ramillas lignificadas rojizas oscuras. Su floracién
se presenta de mayo a principios de julio y se encuentra desprovisto de follaje durante los
meses de noviembre a mayo (Rzedowski y Kruse, 1979).
Varias de las especies del género Bursera se han utilizado en etnobotdnica y en la
etnofarmacologia, se ha informado que el aroma que se desprende de las resinas de varias
especies de Bursera y el de los vapores del incienso se utilizan como cura para diversas
enfermedades. Las resinas también se usan medicinalmente en unglientos para
tratamiento de picaduras de escorpiones, con actividad antibacterial y antiinflamatoria para
aliviar diversas dolencias. (Junor et al., 2007; Yukawa et al., 2004; Robles et al., 2005). Se
han realizado varios estudios fitoquimicos del género bursera algunas de las plantas a

destacar son las siguientes:

2.18.1. Bursera graveolens
B. graveolens también conocido como carafio, sasafras o tatamaco es un arbol
caducifolio de la familia Burseraceae se encuentra distribuido en México (Yucatan),

Colombia y Peru. La resina y hojas recolectadas de la especie vegetal son utilizadas en la
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medicina tradicional para el tratamiento de hernias, tronchaduras, para extraer cuerpos
extrafios de la piel para lavar heridas y en forma oral son usados contra el asma, la diarrea
y cdlculos en el rifdn (Bernal y Correa et al., 1990). Varios estudios farmacoldgicos han
demostrado la actividad antibacterial, de esta especie vegetal; un estudio de actividad
antibacterial por el método de concentracion minima inhibitoria (CMI), del extracto
etandlico de hojas frente a S. aureus fue de 160 mg/ml; mientras, que para el de corteza
fue de 190 mg/mL. La fraccidn en acetato de etilo de cortezas de B. graveolens mostré
mayor actividad frente a S. aureus a una concentracién de 150 mg/ml al compararse con la
gentamicina 50 mg/ml. Tanto de la fraccion de éter de petrdleo como de la de
diclorometano de corteza fueron aislados tres triterpenos tetraciclicos: acido B-eleménico,
acido a-elemodnico, acido 3a-hidroxitirulaca-7, 24-dien-21-oico (Robles et al., 2005). Un
estudio fitoquimico de B. graveolens informd que se aislaron cinco compuestos del aceite
volatil obtenido por extraccién con éter dietilico de corteza de B. graveolens, sus estructuras
se dilucidaron mediante estudios de RMN, los compuestos fueron (-) -dihydro-a-
agarofurano, (-) -5, 11-epoxy-4a, 5B, 10a-eudesm-1-eno, (-) -4a-
hydroxydihydroagarofurano, (-) -368, 4B-oxidoagarofurano and (-) -10-epi-y-eudesmol
(Yukawa et al., 2004).

2.18.2. Bursera aloexylon

El aceite de B. aloexylon es utilizado en la preparacion de fragancias, ademas es
importante en la medicina tradicional mexicana. Su uso medicinal es contra la diarrea,
fiebre, gingivitis, tos y sarampién. Varios estudios farmacoldgicos han demostrado la
actividad antibacterial, de esta especie vegetal; un estudio de actividad antimicrobiana por
concentracion minima inhibitoria (MIC), del extracto de aceite de las hojas fue efectivo
contra Rhodococcus equi (MIC 0.60 mg/ml) y Staphylococcus epidermides (MIC 0.15 mg/ml)
de inhibicion al con pararse con el antibidtico chloramphenicol (1 mg/ml). El del extracto de
aceite de las hojas se observo un alto nivel de linalool (96.7 %) con actividad antibacterial.
Un estudio fitoquimico de B. aloexylon informd que se aislaron tres compuestos del aceite

volatil obtenido de B. aloexylon, sus estructuras se dilucidaron mediante estudios de
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cromatografia de gases-espectrometria de masas (GC-MS), los compuestos fueron déxido de

linalol (0,56 %), linalol (96,70 %) y alcanfor (0,64 %) (Queiroga et al., 2007).

2.18.3. Bursera morelensis

Bursera morelensis, mejor conocida como "Aceitillo", es un arbol endémico de
México y se encuentra en los estados de Guanajuato, Guerrero, Hidalgo, Morelos, Oaxaca,
Puebla, Querétaro y San Luis Potosi. La corteza es recolectada de la especie vegetal y es
utilizadas en la medicina tradicional para el tratamiento de infecciones de la piel y por sus
propiedades curativas de heridas (Canales-Martinez et al., 2017; Carretero et al., 2008;
Queiroga et al., 2007; Zuiiiga et al., 2005). Varios estudios farmacolégicos han demostrado
la actividad antibacterial de esta especie vegetal; por el método de dilucién en caldo. Se
colocd un total de 250 g de planta fresca en agua destilada donde se obtuvo el aceite
esencial, diluciones de aceite esencial de 4000 a 62,5 pg/ml, fueron probadas. El aceite
esencial tenia actividad antibacteriana contra todas las cepas (Gram positivas y negativas),
las cepas mas sensibles al aceite esencial fueron S. pneumoniae, V. cholerae y E. coli (MIC
0.125 mg/ml, MBC 0.25 mg/ml). El aceite esencial de tallos jovenes y trozos de corteza
obtenida por agua destilada fueron aislados 28 compuestos como; B-thujene 3.856 1.99 %,
a-pineno 3, 945 5, 82 %, sabinene 4.329 2.65 %, B-pineno 4.450 2.56 %, B-mirceno 4.490
2.15 %, a-felandreno 4.658 32.69 %, o-cimeno 4.866 8.71 %, B-felandreno 4.938 14.79 %,
B-ocimene 5.011 0.65 %, y-terpinene 5.139 0.42 %, a-terpinoleno 5.411 0.88 %, 4, 5-
epoxycarene 5.956 0.69 %, terpinen-4-ol 6.205 0.58 %, a-terpineol 6.301 0.47 %,
neoisothujol 6.405 0.71 %, biciclo [3.1.0] hexano-6-metanol, 2-hidroxi-1, 4, 4-trimetil- 6.774
3.62 %, camphenol 7.095 0.46 %, pinanediol 7.295 2.96 %, 5-isopropenil-2-metil-7-
oxabiciclo [4.1.0] heptan-2-ol 7.383 1.80 %, bornane-2, 3-diol 7.784 0.42 %,
decahidronaftaleno-1-ol-3-cetona 7.976 0.60 %, isocariofileno 8.096 7.48 %, a-cariofileno
8.305 0.85 %, B-cubebene 8.481 1.99 %, denderalasina 8.946 0.61 %, oxido de cariofileno
9.146 1.17 %, B-eudesmol 9.539 0.35 % y biciclo [3.1.1.] Hept-3-eno, 2-formilmetil-4, 6,6-
trimetil 10.541 0.50 %. Un estudio fitoquimico de B. morelensis informd que se aislaron

cinco compuestos principales obtenidos por aceite esencial de tallos jévenes y trozos de
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corteza obtenida por agua destilada, sus componentes fueron identificados por
cromatografia de gases-espectrometria de masas (GC-MS) utilizando un cromatdgrafo de
gases modelo 6850, acoplado a un espectrémetro de masas (MS), los compuestos fueron
a-fellandreno (32.69 %), B-fellandreno (14.79 %), o-cimeno (8.71 %), isocariofileno (7.48 %)
y a-pineno (5.82 %) (Canales-Martinez et al., 2017).

2.18.4. Bursera glabrifolia

Bursera glabrifolia se encuentra principalmente en el bosque seco tropical ubicado
en el sur de México. La corteza del tallo y hojas son recolectadas de la especie vegetal y son
utilizadas en la medicina tradicional para el tratamiento de enfermedades antibacterianas
(Hernadndez-Pérez et al., 2011; Peters et al., 2003). Varios estudios farmacolégicos han
demostrado la actividad antibacterial, de esta especie vegetal (aceites esenciales de las
hojas y corteza del tallo); un estudio de actividad antibacterial por el método de
concentracion minima inhibitoria (MIC) y microdilucién en caldo de bacterias, menciona
que, los aceites esenciales mostraron una fuerte actividad antibacterial en Enterococcus
faecalis (MIC, 132.7-173.6 pg/ml?) y Helicobacter pylori (MIC, 74.8-199.2 pg/ml?). La
evaluacion de los principales volatiles reveld a-terpineol como el principal agente
antibacteriano (MIC, 78.6-149.7 pg/ml* de inhibicién al comparase con cloranfenicol,
vancomicina y claritromicina. De esta especie vegetal, fueron aislados 4 compuestos a-
terpineol (17.9-29.7 %), a-terpinene (12.6—17.4 %), limoneno (14.9-26.8 %) y B-pineno
(2.1-16.7 %) como los mds abundantes. Un estudio fitoquimico de B. glabrifolia informd
gue se aislaron 19 compuestos en el afio 2015-2018 consecutivos de los compuestos del
aceite volatil obtenido por extraccién por hidrodestilacion de la corteza y hojas de B.
glabrifolia, sus estructuras se dilucidaron mediante estudios de RMN, los compuestos
fueron a-thujene, a-pineno [b], sabinene, B-pineno [b], B-mirceno, p-cimeno, limoneno [b],
1, 8-cineol [b], ocimene, a-terpinene [b], linalol [b], p-cymen-8-ol [b], a-terpineol [b],
verbenona [b], nerolidol, elemol, espatulenol, éxido de cariofileno [b], a-cadinol,

monoterpenos y sesquiterpenos (Villa-Ruano et al., 2018).
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2.19. Antecedentes de la Planta a Estudiar
2.19.1 Bursera linanoe

Bursera linanoe también conocido como copalillo, linaloé, linanoé, ulinoé, inanué,
linaloe, linalué, ulinalué, xochicopatl en los estados de Puebla, Guerrero, Morelos y Oaxaca.
El principal uso es la fabricacion de las artesanias de Olinala, Guerrero, que utilizan
secciones de madera necrosada o “jaspe”, lo cual incrementa su valor comercial y las
identifica como artesanias originales debido a su apariencia y aroma (Arellano-Ostoa et al.,
2015).

Por otro lado, también se obtiene aceite esencial por la destilacién de la madera y
frutos que se utiliza en las industrias de perfumeria y farmacéutica. Estudios fitoquimicos
mencionan que el género Bursera presenta actividad antiinflamatoria y antimicrobiana por
ejemplo Bursera glabrifolia se menciona que el aceite obtenido mediante el disolvente
bromuro de metilo en hidrodestilacién, produce una fuerte actividad antibacteriana contra
ciertos agentes patdgenos. Por otro lado, Bursera graveolens es utilizado en el tratamiento
de hernias, tronchaduras de los pies y para extraer cuerpos extrafios de la piel, estudios
fitoquimicos mencionan que el extracto de Bursera graveolens presenta actividad
antiinflamatoria en el disolvente de éter de petréleo de corteza (Andrés-Hernandez et al.,

2002).

2.20. Ubicacion Taxondémica
Reino: Plantae
Phylum: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Sapindales
Familia: Burseraceae
Género: Bursera

Especie: Bursera linanoe
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2.21. Descripcidn

Bursera linanoe generalmente se trata de arboles de tamafio bajo a medio (5 a 15
m). Es una especie dioica, muy resinosa, con aroma agradable y penetrante. Presenta un
tronco de hasta 60 cm de didametro, con corteza gris-rojiza, no exfoliante y con ramillas
lignificadas rojizas oscuras. Su floracion se presenta de mayo a principios de julio y se
encuentra desprovisto de follaje durante los meses de noviembre a mayo (Rzedowski &

Kruse et al., 1979).

2.22. Origen y Distribucion.

Bursera linanoe es especie endémica de Meéxico, se encuentra distribuido
principalmente en los estados de Puebla, Guerrero, Morelos y Oaxaca. Que habitan en los
bosques tropicales a altitudes entre 650 y 1800 m, situados principalmente en la cuenca del

rio Balsas (Rzedowski et al., 2005).

2.23. Fundamento de la Prueba de TPA

La administracidn tépica de 13-acetato-12-O-tetradecanoilforbol (TPA) en pabelldn
auricular de ratén que produce un edema agudo con infiltracién leucocitaria. El TPA es el
mas potente de todos, este posee propiedades irritantes, pro-inflamatorias y promotora de
tumores. La aplicacion del TPA desencadena todos los eventos propios del proceso
inflamatorio: vasodilatacion, eritema, extravasacién y edema. El TPA actua a través de la
activacion de la proteincinasa C (PKC) dependiente de Ca?* y sobre fosfolipidos liberando
acido araquiddnico, cuyos metabolitos pueden mediar practicamente todos los pasos de la
inflamacién y son sintetizados mediante COX-1, COX-2 que generan prostaglandinas (que
median el dolor y la fiebre) y por lipoxigenasas cuyo producto principal, el acido 5-
hidroxieicosatetraenoico (acido 5-HETE), es quimiotactico para neutrdfilos y da lugar a
leucotrienos, que poseen potente efecto quimiotactico y promueven la agregacién y

adhesidn de los leucocitos al endotelio vascular (Gémez et al., 2011).
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2.24. Fundamento de la Prueba Antibacterial
2.24.1. Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

La CMI, o concentracion minima inhibitoria, es la concentracion mas baja (en pug/ml)
de un antibidtico que inhibe el crecimiento de una determinada cepa bacteriana. Una CMI,
ayuda a determinar qué clase de antibidtico es mas eficaz. Esta informacién puede conducir
a la eleccion adecuada de un antibiético, lo que aumentara las probabilidades de éxito del
tratamiento y ayudara en la lucha para frenar la resistencia a antibiéticos. (Quintana et al.,

2005).

3. DEFINICION DEL PROBLEMA

Los medicamentos usados para los problemas inflamatorios causan efectos téxicos
e indeseables en el paciente. Por otro lado, los altos indices de infecciones bacterianas en
el mundo causadas por Staphylococcus aureus, y la resistencia que han presentado las
bacterias ante los antibidticos, ha mantenido vigente la necesidad de seguir buscando

nuevas sustancias con esta actividad bioldgica.

4. PREGUNTA DE INVESTIGACION

Varios estudios farmacolégicos han demostrado que especies del género Bursera
presentan actividad antibacterial y antiinflamatoria, por lo tanto: ¢Bursera linanoe

presentara actividad biolégica en los modelos antiinflamatorio y antibacterial?

5. HIPOTESIS

Varias especies del género Bursera han presentado actividad antiinflamatoria y
antibacterial, por lo tanto, Bursera linanoe presentard alguno o algunos compuestos

guimicos con actividad antiinflamatoria o antibacterial.
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6. JUSTIFICACION

Las especies vegetales del género Bursera que se han utilizado en la medicina
tradicional mexicana, presentan actividad antibacterial y antinflamatoria por lo que,
Bursera linanoe puede ser una alternativa viable en la obtencién de compuestos con este
efecto bioldgico. Por lo tanto, esta investigacién sentara las bases en el desarrollo de
fitomedicamentos eficaces y seguros para contrarrestar las enfermedades bacterianas e

inflamatorias y permitird ser una fuente sustentable en el desarrollo de farmacos.

7. OBJETIVOS

General

Evaluar la capacidad antiinflamatoria y antibacterial de Bursera linanoe utilizando
los modelos de edema inducido por TPA en ratones ICR y el método de Concentracion
Minima Inhibitoria (CMI) en bacterias Staphylococcus aureus sensible y multirresistente a

meticilina.

Particulares

1. Obtener tres extractos organicos de diferente polaridad de Bursera linanoe

2. Evaluar el efecto antiinflamatorio de extractos de Bursera linanoe utilizando el
modelo de edema en el pabelldn auricular de ratén inducido por TPA.

3. Evaluar el efecto antibacterial de extractos de Bursera linanoe utilizando método
de Concentracién Minima Inhibitoria (CMI).

4. Realizar un estudio quimico biodirigido del extracto que tenga mayor actividad
antinflamatoria y antibacterial.

5. Evaluar las fracciones activas y al menos un compuesto aislado.

6. Elucidar estructuralmente el compuesto con mayor efecto bioldgico, utilizando

técnicas espectroscdpicas y espectrométricas.
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8. MATERIALES Y REACTIVOS

8.1. Colecta de material bioldégico
Bursera linanoe

Se colectaron 4.610 kg de hoja de planta fresca y 1.850 kg de fruto de planta fresca
(B. linanoe) obteniendo 1.800 kg de hoja seca y 0.504 kg de fruto seco (Tabla 4).

La planta fue colectada en el mes de octubre de 2019 en Zontecomatlan municipio
de Olinald (Guerrero, México) y una muestra del espécimen fue depositada en el herbario
de la Universidad Auténoma del Estado de Morelos (CIByC-UAEM); con nimero de registro
(39808). La identificacion taxondmica la realizé el MC Gabriel Franco Flores, botanico e

investigador del Centro de Investigacion en Biodiversidad y Conservacién (CIByC) (Anexo a).

8.2. Animales de experimentacién

Se utilizaron ratones macho de la cepa ICR con un peso de 25-30 g proporcionados
por el bioterio del Centro de Investigacion Biomédica del Sur del IMSS. Los experimentos se
realizaron de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana: Pautas NOM-062-ZO0O-1999
(Especificaciones técnicas para la produccién, cuidado y uso de animales de laboratorio) y
pautas éticas internacionales para el cuidado y uso de animales experimentales. El
protocolo experimental fue autorizado por el Comité Local de Investigacion en Salud (IMSS,
numero de registro: R-2010-1701-33). Los ratones se mantuvieron a una temperatura de 22
°C+3°C,70 % +5 % de humedad con ciclos de luz / oscuridad de 12 h y comida/agua ad
libitum. Un grupo de control recibié acetona como vehiculo y se usé indometacina (Indo,

antiinflamatorio) como control positivo.

8.3. Microorganismos y medios

Los microorganismos utilizados para la evaluacion antimicrobiana se adquirieron de
la American Type Culture Collection (ATCC; Rockville, MD, EE. UU.). Se utilizé la bacteria
Gram-positiva: Staphylococcus aureus (ATCC 6358) y Staphylococcus aureus resistente a

meticilina. Las bacterias se mantendrdn en agar triptico de soja (TSA; Merck, Darmstadt,
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Alemania) y se analizardn en agar Mueller-Hinton (MH; Merck). Se usara agar de glucosa

Sabouraud al 4 % (SGA; Merck) para mantener la levadura y como medio de ensayo.

9. METODOS

9.1. Obtencion de extractos de n-hexano, acetona y metanol de Bursera linanoe

El material vegetal (hojas y fruto) se secé a la sombra, a temperatura ambiente,
después las hojas y el fruto se molieron por separado. El material molido fue extraido por
maceracidon con n- hexano, acetona y metanol por separado. La extraccion se efectud
durante tres dias por triplicado (por cada Kg de planta seca se utilizaron 5 L de disolvente).
El disolvente fue eliminado totalmente por destilacion a presién reducida con la ayuda de
un evaporador rotatorio marca Buchi mod 205 y posteriormente los extractos se secaron al
vacio. Los extractos provenientes de las hojas de B. linanoe fueron nombrados dependiendo
del disolvente BIHH (n-hexano), BIAH (acetona), BIMH (metanol). Los extractos obtenidos
del fruto fueron nombrados de igual forma, BIHF (n-hexano), BIAF (acetona), BIMF

(metanol).

9.2. Cromatografia en columna fase normal de BIMH

En 30 g de silica se adicionaron 25.9 g de BIMH disuelto en acetona, agitdndose
constantemente y colocandose en lapsos breves sobre la parrilla para conseguir una
absorcién mas répida, se empaco con 100 g de silica gel 60 con un poro de 0.2 mm - 0.5 mm
(Darmstadt, Germany) en una columna de vidrio (33 cm de altura con 5 cm de didmetro)
con llave de paso. El sistema de elucién que se utilizé fue de 100 % diclorometano para su
activacion, agregandole gradualmente una mezcla de diclorometano -metanol para la
separacion de los compuestos, este proceso se explica en la (Tabla 1). Las fracciones se
colectaron de 100 ml para su concentracion en un sistema de destilacion a presidn reducida
con variaciones en el sistema de vacio de 50-60 rpm en un bafio maria a 50-60 °C ayudados
con un rota-vaporador Heldoph. Todos los concentrados fueron recuperados con acetona.

El proceso de separacién fue comprobado por medio de cromatografia en capa fina (CCF)
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la cual utilizo TLC silica gel 60 F254 (Merck, Alemania) y fase reversa C18 (40—-63 um, Merck),

asi como los disolventes n-hexano, diclorometano y metanol.

Tabla 1. Fraccionamiento en columna (C1), fase normal de BIMH

Polaridad del sistema Fracciones Subfracciones Clave
CHxCl; (100%) (1-5) 1 1
CHCl- MeOH (98-2) (6-10) 2 2-4
CH,Cl,- MeOH (96-4%) (11-15) 3 6-8
CH2Cl2- MeOH (94-6%) (16-20) 4 9-10
CHaCly- MeOH (92-8%) (21-25) 5 11-12
CHCl- MeOH (90-10%) (26-30) 6 13-15
CH.Cl;- MeOH (88-12%) (31-35) 7 16-18
CH2Cl- MeOH (86-14%) (36-40) 8 19-21
CHaCly- MeOH (84-16%) (41-45) 9 22-23
CH2Cl- MeOH (82-18%) (46-50) 10 24-27
CH,Cl;- MeOH (80-20%) (51-55) 11 28
CH2Cly- MeOH (78-22%) (56-60) 12 29-32
CH,Cl,- MeOH (76-24%) (61-65) 13 33
CH2Cly- MeOH (74-26%) (66-67) 14 34-36
CH,Cl,- MeOH (70-30%) (68-79) 15 37
CH2Cly- MeOH (65-35%) (73-77) 16 38-41
CH2Cl,- MeOH (60-40%) (78-82) 17 42-43 C1-R17
CH1Cly- MeOH (50-50%) (83-87) 18 44-48 BIF1
MeOH (100%) (88-92) 20 49-50
21 51-55
22 56-60
23 61-64 C1-R23
24 65
25 66-68
26 69-75
27 76
28 77-78
29 79-80
30 81-84
31 85
32 86
33 87-89
34 90
35 91-93
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Se analizaron las subfracciones C1-R17, BIF1 y C1-R23 de la columna 1 en cromatografia en
capa fina (fase normal y reversa), se observé mediante rayos UV de onda corta y onda larga,
asi como también se reveld con 2-aminoetildifenilborinato (especificamente flavonoides) y
sulfato cérico amoniacal en H;SO4 2N (Figura 1, 2, 3). Por otro lado, se llevo a cabo la
separacidon de compuestos de la subfraccion BIF1 con posible actividad bioldgica, en un

sistema 5-5 H,0/Acetonitrilo.

Figura 1.Cromatografia en capa fina fase normal de la reunién C1R-17 de la columna 1,
sistema 95-5 diclorometano/ metanol revelado sulfato cérico amoniacal en H2SO4 2N.

Figura 2.Cromatografia en capa fina en fase reversa de la reuniéon BIF1 de la columna 1. Sistema
5-5 H,0/Acetonitrilo revelado con 2-aminoetildifenilborinato (especificamente flavonoides).
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Figura 3. Cromatografia en capa fina fase reversa de la reunién C1-R23 de la columna 1,
sistema 7:3 H,0/ acetonitrilo revelado con 2-aminoetildifenilborinato (especificamente
flavonoides).

9.3. Obtencion de una mezcla de Ribopiranosido de kaempherol (RK) y Ribopiranosido
de Quercetina (RQ)

La subfraccién BIF1, obtenida en el fraccionamiento del extracto de metanol fue
separada (154.1 mg) mediante un proceso de cromatografia en columna abierta en la que
se utilizo gel de silice de fase reversa (RP-18, 40-63 um, 3 g) como fase estacionaria. Esta
columna fue estabilizada con agua destilada con incrementos graduales de acetonitrilo
hasta llegar a un 100 % de éste disolvente, para iniciar el proceso de purificacion. Después
de adicionar la mezcla en la columna, se cambid la fase moévil a un sistema H,0: acetonitrilo
(90:10). La polaridad de esta fase movil fue disminuyendo mediante incrementos continuos
del disolvente menos polar hasta llegar al 100 % de acetonitrilo. Se obtuvieron 15 fracciones
de 10 ml de las cuales 3 subfracciones que mostraron patrones similares en CCF de fase
reversa, fueron agrupadas de acuerdo a su contenido quimico. En la subfraccion 10, se
obtuvo un precipitado amarillento el cual presentd un compuesto al ser analizado en
cromatografia en capa fina (5:5 H20: Acetonitrilo) y revelado con sulfato cérico amoniacal
en H,S04 2N lo que generd una mancha de color amarillento caracteristica de flavonoides,

el proceso se explica en la (Tabla 2).
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Tabla 2. Fraccionamiento quimico de la subfraccién BIF1

Polaridad del sistema Fracciones Subfracciones Clave
H,0 (100%) 1-3 1 1-3
H20 — CH3CN (90-10%) 4-8 2 4
H,0 — CH3CN (80-20%) 9-13 3 5
CH3CN (100%) 14-15 4 6
5 7
6 8
7 9
8 10 F10
9 11
10 12
11 13
12 14
13 15

Al observar las subfracciones de esta columna en CCF en fase reversa, se observo mediante

la ldmpara de rayos UV de onda corta y onda larga asi como también se revelo con 2-

aminoetildifenilborinato (especificamente flavonoides), en un sistema 5-5 H,0/Acetonitrilo

(Figura 4), por otro lado, la subfraccion F10 fue enviado a analisis de HPLC debido a que se

observa una mezcla de compuestos (Anexo j), sin embargo, mediante la precipitacion de

F10 se observd un compuesto blanco, este fue identificado como la mezcla de

Ribopiranosido 3-0-B-D- Kaempherol y Ribopiranosido 3-O-B-D- Quercetina (Figura 6), por

andlisis de Resonancia Magnética Nuclear *H y 13C (Tabla 5).

BB = - ~ - 99,

RN B e s+ s SO ST

LA T

Figura 4.Cromatografia en capa fina en fase reversa de las reuniones de la columna 2. Sistema
5-5 H,0/Acetonitrilo revelado con 2-aminoetildifenilborinato (especificamente Flavonoides).
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9.4. Cromatografia en columna fase normal de BIAF

En 25 g de silica se adicionaron 9.2 g del extracto de acetona de Bursera linanoe
(BIAF) disuelto en acetona, agitdndose constantemente y colocandose en lapsos breves
sobre la parrilla para conseguir una absorcién mas rdpida, se empacé con 70 g de silica gel
60 con un poro de 0.2 mm - 0.5mm (Germany) en una columna de vidrio (33 cm de altura
con 5 cm de diametro) con llave de paso. El sistema de elucidn que se utilizé fue de 100 %
diclorometano para su activacién, agregdndole gradualmente diclorometano y metanol
para la separacion de los compuestos, este proceso se explica en la (Tabla 3). Las fracciones
se colectaron de 100 ml para su concentracién en un sistema de destilaciéon a presidon
reducida con variaciones en el sistema de vacio de 50-60 rpm en un bano maria a 50° - 60°C
ayudados con un rota-vaporador Heldoph. Todos los concentrados fueron recuperados con
acetona. El proceso de separacion fue comprobado por medio de cromatografia en capa
fina (CCF) la cual utilizo TLC silica gel 60 F254 (Merck, Alemania) y fase reversa C18 (40-63

um, Merck), asi como los disolventes hexano, acetato de etilo, diclorometano y metanol.

Tabla 3. Fraccionamiento en columna (C3) fase normal de BIAF

Polaridad del sistema Fracciones Subfracciones Clave
CH,Cl (100%) 1-5 1 1-2
CH2CI-MeOH (98-2%) 6-10 2 3
CH,ClI-MeOH (96-4%) 11-15 3 4-8 BIF2
CH2ClI-MeOH (94-6%) 16-20 4 9
CH,ClI-MeOH (92-8%) 21-25 5 10-14 BIF3
CH,Cl-MeOH (90-10%) 26-30 6 15-18 BIF4
CH,Cl-MeOH (88-12%) 31-35 7 19-22
CH,Cl-MeOH (86-14%) 36-40 8 23
CH,Cl-MeOH (84-16%) 41-45 9 24
CH,Cl-MeOH (82-18%) 46-50 10 25-29 BIF5
CH,Cl-MeOH (80-20%) 51-55 11 30
CH,Cl-MeOH (78-22%) 56-60 12 31-33
CH,Cl-MeOH (76-24%) 61-65 13 34-35
MeOH (100%) 66-70 14 36-37

15 38-39

16 40

17 41-45 BIF6

18 46-49
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20 50-52

21 53-54
22 55-56
23 57-59
24 60-61
25 62-66
26 68-69
27 70

Se analizaron las subfracciones BIF2, BIF3, BIF4, BIF5 y BIF6 de la columna 3 en
cromatografia en capa fina en fase reversa, se observé mediante rayos UV de onda cortay
onda larga, asi como también revelada con sulfato cérico amoniacal en H,SO4 2N. Por otro
lado, se llevd a cabo la separacion de compuestos con posible actividad bioldgica, en un
sistema 5-5 H,0/Acetonitrilo (Figura 5), el cual posteriormente las subfraccines BIF2, BIF3,

BIF4, BIF5 y BIF6 se sometieron a evaluacién antibacterial.

BiF2 f| BIF3 || BIF4 | BIF5 ¥ BIF3 BIF4  BIF5

Figura 5.Cromatografia en capa fina en fase reversa de las reuniones de la columna 3. Sistema 5-5
H,0O/Acetonitrilo revelado con sulfato cérico amoniacal en H,SO4 2N.

9.5. Modelos experimentales:
9.5.1. Modelo de inflamacién aguda en ratones con TPA

La inflamacién en la oreja de ratén fue inducida mediante el modelo descrito
previamente por (Salinas Sdnchez et al., 2012). Grupos de 8 ratones fueron formados y se
les aplico 2.5 pg de TPA disuelto en 20 uL de acetona y aplicados tépicamente en la
superficie interna y externa de la oreja derecha para causar edema. Las muestras en estudio
fueron disueltas en acetona y se aplicaron tépicamente sobre la oreja del ratén por ambos

lados inmediatamente después de la administracién del TPA. Las dosis fueron las siguientes:
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1mg/oreja de los extractos BIHH, BIAH, BIMH, BIHF, BIAF, BIMF; BIFly la indometacina 1
mg/oreja. Después de 6 h de la administracion del agente inflamatorio, los animales fueron
sacrificados por dislocacion cervical y se tomaron secciones circulares de 6 mm de diametro
de las dos orejas del animal, oreja tratada (t) y no tratada (nt), las cuales fueron pesadas
para determinar por diferencia de peso la inflamaciéon provocada como AP = Pt-Pnt. El
porcentaje de inhibicidn se obtendra utilizando la siguiente expresién: % de inhibicién = [Aw

control - Aw tratamiento / Aw] [100].

9.6. Modelo de evaluacion de la actividad antibacterial (MIC)

El extracto utilizado se diluyo en dimetilsulféxido (DMSO) y agua destilada. Las dosis
empleadas de los extractos fueron 0.25, 0.5, 1.2 ug respectivamente. Estas fueron
inoculadas en cajas Petri con 3 mL del agar Miller-Hinton para las bacterias .Estos se
incubaron en una estufa de cultivo a 37°y 28° C respectivamente. Se dejaron incubando por

18-24 h. en cada caja Petri y se sembraron Sa, SaR.

9.6.1. Actividad antibacterial

BIHH 60.7 mg disuelto 809 uL DMS0O/3238 uL H,0 estéril, BIAH 53.7 mg disuelto en
716 pL DMSO/2864 pL H,0 estéril, BIMH 30.7 mg disuelto en 410 uL DMSO/1637 uL H20
estéril, BIHF 32.6 mg disuelto en 434 uL DMSO/1739 pL H,0 estéril, BIAF 30.1 mg disuelto
en 400 pL DMSO/1600 pL H,0 estéril y BIMF 34.2 mg disuelto en 456 uL DMSO/1824 uL H,0
estéril y fracciones BIF1 32.1 mg disuelto 428 uL DMSO/1712 pL H,0 estéril, BIF2 39.2 mg
disuelto 523 uL DMSO/2090 pL H,0 estéril, BIF3 30.9 mg disuelto 412 uL DMSO/1648 uL
H20 estéril, BIF4 42.2 mg disuelto 563 uL DMSO/2250 pL H,0 estéril, BIF5 22.9 mg disuelto
305 uL DMS0O/1222 plL H,0 estéril y BIF6 13.8mg disuelto 184 uL DMSO/736 pL H20 estéril
el medio de cultivo fue el agar Miller-Hinton. Una vez esterilizado se dejé enfriar a
temperatura ambiente para su vertido en las cajas Petri contenidas con las dosis 0.25, 0.5,
1y 2 mg respectivamente, en esta se vertieron 3 ml y se dejaron gelificar. Para la siembra
de las bacterias Staphylococcus aureus sensible y multirresistente a meticilina. Una vez
sembradas se metieron a encubar en la estufa de cultivo a 37°C por 24 horas. Como control

se utilizé Gentamicina (Sa, SaR), inoculando la dosis correspondiente.
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9.7. Analisis estadisticos
Los resultados obtenidos se expresaran como * Error Estandar de la Media (ESM),

los datos fueron analizados usando un analisis de varianza (ANOVA) y post-prueba Dunnet,

*p <0.05.
10. RESULTADOS
Tabla 4. Rendimientos de los extractos de Bursera linanoe
Planta/Parte Disolvente Clave Peso del extracto (g) Rendimiento (%)
B. linanoe/hoja Hexano BIHH 39.1 2.17
B. linanoe/hoja Acetona BIAH 51.8 2.87
B. linanoe/hoja Metanol BIMH 80.1 4.45
B. linanoe/fruto Hexano BIHF 77.4 15.35
B. linanoe/fruto Acetona BIAF 17.6 3.49
B. linanoe/fruto Metanol BIMF 13 2.57

El extracto metandlico de hoja de Bursera linanoe BIMH mostré una importante
actividad antiinflamatoria y una buena actividad antibacterial frente a Staphylococcus
aureus, sensible a meticilina. La purificacién cromatografica en columna abierta de este
extracto permitié obtener una subfraccién BIF1, con efecto antiinflamatorio. BIF1 mediante
una separacion cromatografica de fase reversa permitié obtener una fraccidon F10, que
contenia una mezcla de flavonoides. La recristalizaciéon de esta fracciéon F10, origind un
sélido de color blanco del cual fue posible identificar mediante el andlisis de sus datos de
espectroscopicos de RMN de una y dos dimensiones (Tabla 5, Anexo b-g) como la mezcla
de ribopiranosido de kaempherol y ribopiranosido de quercetina (Figura 6, Diagrama 1), los
datos de HPLC mostraron tiempos de retencion de 10.5 min y de 9.7 min con espectro de
UV Anm = 205, 265 y 356; 205, 255, y 358 sefales nm caracteristicas para compuestos
derivados de kaempherol y quercetina respectivamente (Anexo h-k). Estos compuestos no

han sido reportados para esta especie.
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Figura 6. Ribopiranosido 3-O-B-D- Kaempherol (1) y Ribopiranosido 3-O-B-D- Quercetina
(2)

1 2
| — |
Bursera linanoe
_'_l
maceracidon
l
] | | | | |
BIHH BIAH BIMH * BIHF BIAF BIMF
KA A A K& KA H A
T
Columna cromatogréfica silica gel
1 [ 1 1
BIF1* N E I INE

Columna cromatogréfica fase reversa
1

F10 [ 1
I o |[aya][ @
recristalizacién

I 1
Ribopiranosido 3-O-p-D- Kaempherol (1)
y Ribopiranosido 3-O-p-D- Quercetina (2)

L ]

Diagrama 1. Estrategia de Separacidn fitoquimica de BIMH y BIAF.
*Extractos y fracciones con buen efecto antiinflamatorio; **Extractos con actividad
antibacterial contra Sa, sensible; *** Extractos con actividad antibacterial contra Sa,

sensible y multirresistente a meticilina
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Tabla 5. Datos espectroscépicos de RMN para Ribopiranosido 3-O-3-D- Kaempherol (1) y
Ribopiranosido 3-0-B-D- Quercetina (2) (*H 600 MHz and *3C 150 MHz, en CD30D) de 1y 2.

Posicion 813¢ 813 S (Jin Hz) 8 (Jin Hz)
1 2 1 2
2
3 1349 134.8
4 179.8 179.9
5 161.5 163.0
6 100.1 100.1 6.20 (d, 1.83) 6.20 (d, 1.83)
7 166.6 166.6
8 94.9 94.9 6.39 (d, 1.83) 6.38 (d, 1.83)
9 159.3 158.6
10 105.5 105.4
1 122.9 123.1
2’ 131.9 116.8 7.95 (d, 8.8) 7.54 (d, 2.2)
3’ 116.5 146.3 6.92 (d, 8.8)
4 161.5 149.8
5 116.5 116.4 6.92 (d, 8.8) 6.90 (d, 8.07)
6 131.9 122.8 7.95 (d, 8.8) 7.48 (d, 2.2, 8.4)
B-D-
ribopiranosa
1” 109.6 109.5 5.47 (s, br) 5.46 (s, br)
2" 83.3 83.2 4.32 (dd, 1.1, 2.9) 4.33 (dd, 1.1, 2.9)
3" 78.6 78.7 3.91 (dd, 2.5, 5.1) 3.91 (dd, 2.5, 5.1)
4" 88.0 88.0 3.81 (dd, 4.03, 4.7) 3.88 (dd, 4.03, 4.7)
573 62.5 62.5 3.51 (dd, 4.03, 4.7) 3.88 (dd, 4.03, 4.7)
b 3.49 (dd, 1.83, 1.83) 3.49 (dd, 1.83, 1.83)

10.1. Actividad Antiinflamatoria del extracto metandlico (BIMH) de las hojas de Bursera

linaoe

El extracto de metanol de las hojas de B. linanoe, mostré actividad antiinflamatoria

en el modelo de edema en oreja de ratdn inducido por TPA. La evaluacién de BIHH, BIAH,

BIMH, BIHF, BIAF y BIMF se llevd a cabo a una dosis de 1 mg/oreja. La (Tabla 6) muestra los

resultados de inhibicién del edema inducido por TPA en oreja de ratdn. BIHH inhibio el

edema en un 2.07 % * 3.388, BIAH en 37.22 % + 0.859, BIMH en 58.24 % + 2.293, BIHF en

47.36 % + 1.421, BIAF 32.45 % *+ 1.616 y BIMF en 2.07 % + 3.388 comparada con la

indometacina a 1 mg/oreja con un 75.32 % * 0.760 de inhibicion.
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Tabla 6. Actividad antiinflamatoria del extracto de metanol (BIMH) de Bursera linanoe en
un modelo de edema auricular en ratén ICR inducido por TPA.

Sustancia Tiempo (h) Dosis (mg/oreja) Edema (mg) Inhibicion del
promedio + EEM edema (%)

TPA - 10.620 +2.564 = ---—--

BIHH 1.0 10.400+3.388 2.07+3.388
BIAH 1.0 6.667+0.859* 37.22+0.859
BIMH 1.0 4.760+2.293* 58.24+2.293
BIHF 1.0 6.000+1.421* 47.36+1.421
BIAF 1.0 7.700+1.616* 32.45+1.616
BIMF 1.0 10.400+3.388 2.07+3.388
Indo 1.0 2.62040.760* 75.32+0.760

Cabe mencionar que a la fecha hay pocos reportes de actividad farmacoldgica y
fitoquimica para la especie Bursera linanoe, por otro lado, para el género de esta planta
solo hay escasos datos que indican el efecto antiinflamatorio. En el presente trabajo B.
linanoe, presenta inhibicién del edema, por lo que se decidié continuar con el trabajo

experimental basado en la separacion quimica y actividad farmacolégica.
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Grafica 1. Efecto de la administracién local del extracto BIHH, BIAH, BIMH, BIHF, BIAF y BIMF
a 1 mg/oreja, sobre el edema (diferencia de peso) inducido con TPA en el pabellén auricular
de ratones ICR. INDO: indometacina. Anova post-Dunnet, p<0.05.

INDO BIHH BIAH BIMH BIHF BIAF BIMF

Tratamiento mg/oreja

80

70

% de Innibicién
= N w N vl o))
o o o o o o

o

Grafica 2. Los resultados muestran que los extractos inhibieron el edema en BIHH 2 %, BIAH
37 %, BIHF47 %, BIAF 32 % y BIMF 2 %, por otro lado, el extracto BIMH en 58 %,
respectivamente a una dosis de 1 mg/oreja. Mientras que la INDO (control positivo) a 1
mg/oreja mostrdé un 75.3 % de inhibicion del edema.
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10.1.1. Actividad Antiinflamatoria de BIF1

La subfraccién BIF1 de B.linanoe a dosis de 1 mg/oreja, inhibié el edema auricular
en ratén inducido por TPA con 42.45 % + 1.781 respectivamente (Tabla 7) y la indometacina
a dosis de 1 mg/oreja inhibié el edema 75.32 % + 0.760, estadisticamente los datos del
grupo fueron significativamente diferentes (*p <0.05) al grupo de animales que se les indujo
inflamacién via TPA y sélo recibieron vehiculo (acetona).

Tabla 7. Actividad antiinflamatoria de BIF1 en un modelo de edema auricular en ratén ICR
inducido por TPA.

Sustancia Tiempo (h) Dosis Edema (mg) Inhibicion del
(mg/oreja) promedio * edema (%)
EEM
TPA --- 10.620 £2.564  -—----
BIF1 6 1.0 6.560 + 1.781* 42.45+1.781
Indo 6 1.0 2.620+0.760*  75.32+0.760

Los datos mostrados, indican que la subfraccién BIF1 tiene compuestos capaces de

inhibir el edema auricular.
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Grafica 3. Efecto de la administracion local de BIF1 a 1 mg/oreja, sobre el edema (diferencia
de peso) inducido con TPA en el pabellén auricular de ratones ICR. INDO: indometacina.

Anova post-prueba Dunnett, p<0.05.
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Grafica 4. Los resultados muestran que BIF1 que contiene una mezcla de Ribopiranosido 3-
O-B-D- Kaempherol (1) y Ribopiranosido 3-O-B-D- Quercetina (2). inhibié el edema en un
42 % a una dosis de 1 mg/oreja. La INDO a una dosis de 1 mg/oreja presentd una inhibicién
del edema del 75 % inhibicidn.

10.2. Actividad antibacterial del extracto acetona BIAF del fruto de Bursera linanoe

El extracto de acetona fruto de B. linanoe, demostré tener una mayor actividad antibacterial
en el método de concentracion minima inhibitoria (CMI). La evaluacion de BIHH, BIAH,
BIMH, BIHF, BIAF y BIMF se llevé a cabo a concentraciones de 2.0, 1.0, 0.5 y a 0.25mg/ml.
En la (Tabla 8) se muestran que sélo 4 extractos inhibieron el crecimiento bacteriano
mediante CMI. El extracto BIAH inhibio el crecimiento bacteriano en SaR a 2.0 mg/ml, BIMH
en Sa a 2.0 mg/ml, BIAF en SaR a 2.0, 1.0 mg/mly en Saa 2.0, 1.0, 0.5 mg/ml, BIMF en Sa a
0.25 mg/ml. Por otro lado, los extractos BIHH y BIHF no presentaron actividad antibacterial

comparada con la gentamicina a una concentracién minima inhibitoria (MIC= Sa y SaR 0.25

mg/ml).
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Tabla 8. Actividad antibacterial del extracto de acetona (BIAF) de fruto de Bursera linanoe
contra Sa sensible y multirresistente a meticilina, por el método de concentracion minima
inhibitoria (mg/ml).

Extracto y/antibacterial Microorganismos
Sa SaR
BIHH NP NP
BIAH NP 2.0
BIMH 2.0 NP
BIHF NP NP
BIAF 2.0,1.0,0.5 20,10
BIMF 2.0,1.0,0.5,0.25 NP
DMSO NP NP
Gentamicina 0.25 0.25

NP: no presento actividad antibacterial

Es importante mencionar que a la fecha no existen reportes de actividad farmacolégica y
fitoquimica para la especie Bursera linanoe. En el presente trabajo el extracto BIAF presentd
una mayor inhibicion del crecimiento bacterial contra Sa sensible y multirresistente a
meticilina, por lo que se decidid continuar con el trabajo experimental basado en la

separacion quimica y actividad farmacoldgica de BIAF.
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10.2. 1. Actividad Antibacterial de la subfraccion BIF4, aislada de BIAF

Las subfracciones BIF2, BIF3, BIF4 y BIF5 de B. linanoe a concentracion de 2.0, 1.0,

0.5, 0.25 y 0.125 inhibieron el crecimiento bacteriano frente a Staphylococcus aureus

sensible y multirresistente a meticilina mediante el método de concentracién minima

inhibitoria con BIF2 (MIC= Sa 1.0, 2.0 mg/mL), (SaR 1.0, 2.0 mg/mL), BIF3 (MIC=Sa 1.0, 2.0

mg/mL), (SaR 1.0, 2.0 mg/mL), BIF4 (MIC= Sa 0.5, 1.0, 2.0 mg/mL),(SaR 0.25, 0.5, 1.0, 2.0

mg/mL) y BIF5 (MIC= Sa 2 mg/mL),( SaR 2 mg/mL) respectivamente (Tabla 9) comparado

con la gentamicina a una concentracién minima inhibitoria (MIC= Say SaR 0.25 mg/ml). Por

otro lado, BIF1 y BIF6 no presentaron actividad antibacterial frente a Staphylococcus aureus

sensible y multirresistente a meticilina.

Tabla 9. Actividad antibacterial de fracciones aisladas de BIAF contra Sa sensible y
multirresistente a meticilina por el método de concentracién minima inhibitoria (mg/ml).

Fraccion y/antibacterial

Microorganismos

BIF1
BIF2
BIF3
BIF4
BIF5
BIF6
DMSO

Gentamicina

Sa

NP
1.0,2.0
1.0,2.0

2.0,1.0,0.5

2.0

NP

NP

0.25

SaR
NP
1.0,2.0
1.0,2.0
2.0,1.0,0.5,0.25
2.0
NP
NP

0.25

NP: no presento actividad antibacterial
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11. DISCUSION

El género Bursera, ha generado un gran interés en su estudio, esto ha sido
estimulado por su amplia gama de usos medicinales en la medicina tradicional mexicana,
por ejemplo, en aplicaciones antiinflamatorias, antirreumaticas y antiulcerosas (Rudiger et
al., 2007). Sin embargo, no ha habido informes farmacoldgicos que demuestren el efecto
antiinflamatorio de B. linanoe, aunque su uso medicinal como agente antiinflamatorio esta
justificado por los antecedentes fitoquimicos y farmacolégicos del género Bursera. Ademas,
de que los usos medicinales populares que se le atribuyen a sus resinas en preparados como
unglientos para tratamiento de picaduras de escorpiones, con actividad antibacterial y
antiinflamatoria y para aliviar diversas dolencias, ha sido reportado por (Junor et al., 2007;
Yukawa et al., 2004; Robles et al., 2005). En este trabajo, se demostré que el extracto BIMH,
obtenido a partir de las hojas de esta especie, inhibié el edema auricular en ratéon ICR
inducido por TPA en 58.24 %. Dicho extracto mostrd la mayor actividad antiinflamatoria.
Este resultado concuerda con el estudio de (Figueroa-Suarez et al., 2019), donde reporta
que un extracto de metanol aislado de las partes aéreas de Bursera cuneata inhibe el edema
en oreja de ratdn en un 77.4 %. Otro estudio realizado por (Columba-Palomares et al. 2018),
encontraron que un extracto de diclorometano-metanol obtenido de las hojas de B.
copallifera posee una importante actividad antiinflamatoria este extracto disminuyo el
edema en oreja de ratén inducido por TPA en un 55.5 %. Asimismo, el andlisis fitoquimico
de BIMH, permitio el aislamiento de una mezcla de flavonoides: (1) Ribopiranosido 3-O-f3-
D- Kaempheroly (2) Ribopiranosido 3-O-B-D- Quercetina, estos compuestos no habian sido
reportados para el género Bursera. Por otro lado, los resultados de actividad antibacterial
frente a Staphylococcus aureus, demostraron que BIAF, fue el mas activo a una
concentraciéon de 0.5 mg/ml contra S. aureos sensible y a 1 mg/ml contra S. aureus
resistente a meticilina. (Robles et al. 2005), reporto que un extracto etandlico (160 mg/ml)
y fracciones de acetato de etilo (190 mg/ml) de Bursera graveolens presenté un efecto
inhibitorio frente a S. aureus. Es importante sefialar que se deben realizar estudios

enfocados a comprender los mecanismos de accién del extracto y de los compuestos
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obtenidos. Estos datos mostrados en este estudio, apoyan el uso que se le atribuye en

medicina tradicional a la especie Bursera linanoe.

12. CONCLUSION

Nuestro estudio muestra que los extractos organicos de hoja de Bursera linanoe
tienen efecto antiinflamatorio. El presente trabajo describe, por primera vez, la presencia
de una mezcla de flavonoides: (1) Ribopiranosido 3-O-B-D- Kaempherol y (2) Ribopiranosido
3-0-B-D- Quercetina en la especie de Bursera linanoe, asi como sus propiedades
antiinflamatorias. Por otro lado, los extractos organicos del fruto presentaron actividad
antibacterial. Los resultados de este estudio validaron el uso de Bursera linanoe en la
medicina tradicional mexicana para el tratamiento de enfermedades inflamatorias vy
bacterianas. Experimentos adicionales son necesarios para explicar el proceso y los

mecanismos implicados en la accién antiinflamatoria y antibacterial de B. linanoe.

13. PERSPECTIVAS

13.1.Evaluacion de los compuestos puros de Ribopiranosido 3-O-3-D- Kaempherol y
Ribopiranosido 3-O-B-D- Quercetina en el modelo de edema agudo en oreja de ratén
inducido por 13-acetato de 12-O-tetradecanoilforbol (TPA).

13.2. Aislar los compuestos bioactivos de la subfracciéon BIF4 responsables de la

actividad antibacterial.
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15. ANEXOS
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Anexo a. Planta Bursera linanoe colectada en Zontecomatlan municipio de Olinald
(Guerrero, México) y una muestra del espécimen fue depositada en el herbario de la
Universidad Autonoma del Estado de Morelos (CIByC-UAEM).
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Anexo b. RMN de 'H (CD3OD, 600 MHz) de la mezcla de Ribopiranosido 3-O-B-D-
Kaempherol (1) y Ribopiranosido 3-O-B-D- Quercetina (2).
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Anexo c. RMN de 3C (CD30OD, 150 MHz) de la mezcla de Ribopiranosido 3-O-B-D-
Kaempherol (1) y Ribopiranosido 3-O-B-D- Quercetina (2).
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Anexo d. RMN de '3C-DEPT(CD3sOD, 150 MHz) de la mezcla de Ribopiranosido 3-O-B-D-

Kaempherol (1) y Ribopiranosido 3-0-B-D- Quercetina (2).
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Anexo e. RMN de 'H-1H (COSY) en CD30D y 600 MHz de la mezcla de Ribopiranosido 3-O-B-
D- Kaempherol (1) y Ribopiranosido 3-O-B-D- Quercetina (2).
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Anexo f. RMN de 'H-13C (HSQC) en CD3OD de la mezcla de Ribopiranosido 3-O-B-D-
Kaempherol (1) y Ribopiranosido 3-O-B-D- Quercetina (2).
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Anexo g. RMN de 'H-3C (HMBC) en CD3OD de la mezcla de Ribopiranosido 3-O-B-D-

Kaempherol (1) y Ribopiranosido 3-O-B-D- Quercetina (2).
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Anexo h. Cromatograma de HPLC de la subfraccion BIF1.
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Anexo i. Cromatograma de HPLC de la subfraccion C1R-17 - Ribopiranosido 3-O-B-D-
Kaempherol (1)
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Anexo j. Cromatograma de HPLC de la subfraccién F10 (Mezcla de 1y 2).
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Anexo k. Cromatograma de HPLC de la subfraccién C1-R23- Ribopiranosido 3-O-B-D-

Quercetina (2).

52




