; E > Instituto de |
Investigacion en
Ciencias
Q/ Basicas y

Aplicadas

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
INSTITUTO DE INVESTIGACION EN CIENCIAS BASICAS Y APLICADAS

CENTRO DE INVESTIGACIONES QUIMICAS

Estudio comparativo de la composicion quimica y actividad
antiinflamatoria de los aceites esenciales de las resinas de Bursera

copalliferay Bursera bipinnata.

TESIS
QUE PARA OBTENER EL TiTULO DE

LICENCIADO EN DISENO MOLECULAR Y NANOQUIMICA

PRESENTA:
Enrique Bezaleel Linares Espinoza

DIRECTOR DE TESIS
Dra. Mayra Yaneth Antunez Mojica

CUERNAVACA, MORELOS ENERO 2021




INSTITUTO DE INVESTIGACION EN CIENCIAS BASICAS Y APLICADAS

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

, : Control Escolar de Licenciatura
Phaee e Goen @B
Investigacion en

Clencias VOTOS DE APROBATORIOS

Basicas y
Aplicadas

Instituto de

&

Secretaria Ejecutiva del Instituto de Investigacion en Ciencias Bésicas Aplicadas de la Universidad
Auténoma del Estado de Morelos.
Presente.

Por medio de la presente le informamos que después de revisar la version escrita de la tesis que
realizo el C. LINARES ESPINOZA ENRIQUE BEZALEEL con nimero de matricula 20144006904
cuyo titulo es:

“Estudio comparativo de la composicidon quimicay actividad antiinflamatoria de los aceites
esenciales de las resinas de Bursera copalliferay Bursera bipinnata”

Consideramos que Sl retne los méritos que son necesarios para continuar los tramites para

obtener el titulo de Licenciado en Disefio Molecular y Nanoquimica.

Cuernavaca, Mor a 10 de diciembre del 2020

ATENTAMENTE
POR UNA HUMANIDAD CULTA

SE ADICIONA PAGINA CON LAS EFIRMAS DE LOS SIGUIENTES:

DRA. LAURA PATRICIA ALVAREZ BERBER. PRESIDENTE

DR. MARIO ALFONSO MURILLO TOVAR SECRETARIO

DRA. MAYRA YANETH ANTUNEZ MOJICA VOCAL

DRA. MARIA ANGELICA SANTANA CALDERON PRIMER SUPLENTE
DRA. MARIA LUISA DEL CARMEN GARDUNO RAMIREZ SEGUNDO SUPLENTE

Av. Universidad 1001 Col. Chamilpa, Cuernavaca Morelos, México, 62209.
Tel. (777) 329 70 00, Ext. 3270 / correo IICBA@uaem.mx



mailto:IICBA@uaem.mx

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abiril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

LAURA PATRICIA ALVAREZ BERBER | Fecha:2020-12-10 13:05:01 | Firmante
QOKb08HzKSIYUtY5uZ/TTwLdAMR2UnrftB/PXEVCRjJO83pQ7t0toGTgmU1tuFGTDMmMJIx95LPggAEOBLQSfkosTIOKt5aM+rH89FCVKOEF5bRmMX9//nZ0PJ7GulwYxZoafUT4p
KDFlcp+JOFOM7S7IXE6AqFz4Yjw/iijeBpT4rwc413SUahXY20A0K+1Cjywxxjdz59wl4w6KJI/Rv/ZfkxXJHIMBduNALEU91tTrI9Q2hel/JCsbNxv8vHO79v4W8wZ+UTdRP0zm1nOob
CEgWbdeRI702x06IxxNWG2v+kseTF9IreOgMLBIAC3Lr+N/WX0gkHYhgm+/4w73hIFqEW==

MARIA ANGELICA SANTANA CALDERON | Fecha:2020-12-10 13:09:51 | Firmante

AL5vTTqCxih9dwgDBGH/ofNEh/iXIL(hCHWDw6VH4toPs5MyY IneARrpJ2fWjSaSZ/gs1cCxq209ZPCbwHSTkNL16X8lhyaCsEnw+RfDLSD7t684I3IgLEG9250Y L1h5uwIDZWhhnD
Ezgcx+6KOyISCEnMPYPZjRNwzH+J30SfOKvSUr7edleG7vkMn+COOVF0Z05443wrGEeTyOWNHGVb7IKwdVm1Lu9n0tkXBNFuGvXGha2yxxCdZLHzUkbe4s1cPKmOO3YCRrP
SnW3rYutT/grcKFL5yB7onL4plaLKRkuc5AxdflzQth32RIPLVUAS9P8M75tBiwSgUNgaMCOw==

MARIO ALFONSO MURILLO TOVAR | Fecha:2020-12-10 13:15:08 | Firmante
N81UPw1du+jcSICiJfypqF34QZbgKyy5JEBPFxg/i8BtqeXdjBEW611MVEN7A00aGG6+iianrR4x7Kjp69BYM7RxYMv71TPpeeHZb3omuWIj45j3sKlg6éLro+2UrrNBXnBFe60Xz0CK
X2j9VM+dSFx9ISXKLBuUUzi2YN2/BsliCel56isiSoMZpdvgfNwY SJRX3b7A3S012mDd4E/7VXROHQFZplIxiY 02ZsEdUn/UL79cROUSXbMJej+CDaSrDnka3can8nwvaKAvQKZAEXT
V59mMWBLIE4AIIKTF8IYTietAgTZI0c/ud2fFOFotCFIliTlobR2uRribnQyF/3Juww==

MAYRA YANETH ANTUNEZ MOJICA | Fecha:2020-12-10 13:28:41 | Firmante

KYi9xKHGV5RgMpStXHGog9CYGPt8Gh7KmHu6HBt3hrsAd9hIHGPc8piikyOugCooNvt1 TupNOuShxMrJRZppA52IjgERzBawJTa838y9X44GkkI2S7t/4VygNO+IX1n0weJW/IKOY
hBWK1t6EapNg900ip0g/a0g6NWQ94seOWm5wyDpLSTqBAgwaqw5L4g+t21UCAYYAfqa3XGhDkyBv/3gkeXF1Y5CnhJFo/tJIGINIJKhIXhJ7DsZKD5W2IxvK8A2zzfAgE7THa2PMS
6stNoYTJzGr2VYP+eZOBVzYgtPORHNCsen9LjrreLnCFzzalldLRuaYdkIPfPaLumV2skExg==

MARIA LUISA DEL CARMEN GARDUNO RAMIREZ | Fecha:2020-12-10 13:45:15 | Firmante
iCLU1AV7ArLObDMdFgBmcxTpbZ6hHIGmmZujcyL22jlcBrggxinIMmXUONSfwahl0lOIrIHk3hjmot8CgKv4cclAd1FgcDGefjgAgV7LyxY GCtLGR8VelL8+c5xpncHAU2M64cyDcTKe
6p7RZd56¢cYmsUefiEZXOEIXUFBeZxRxYzrxOFkrAa90YGXiIUE4mDdKzcvidi3Xpg2/zVrew7W1dyxwXFXHRos8sWDO9N3i/WU4RFzFgH5D/CrKiY0aao2eMgx07/HWULE2Hv30fh
h5/jeOKDYBTxtyy3urOvUuTEie7tfHON15JjtHsCgYqkjpMr7RKDasVfINGrZAv+kKg==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccién electrénica o
escaneando el c6digo QR ingresando la siguiente clave:

d1Ruja

https://efirma.uaem. mxlnoRepudlo/rmo1Ss7TevmtIZUWuk7QIXZSkVTBzgam



https://efirma.uaem.mx/noRepudio/rmo1Ss7TevmtIZUWuk7QIXZ5kVTBzgam

Agradecimientos

La mayor parte de lo que soy se lo debo a mi papa Moisés Linares Franco,
Sé que tu mayor suefio era ver titulado a alguno de tus hijos y aqui estoy,
cumpliendo tu gran anhelo, tus horas trabajando, tu cansancio por lograr
darme estudio ha valido la pena, sé que ahora estas en un lugar mejor mi
angel de la guarda, y desde donde estés te dedico este logro, gracias por
seguir cuidando de mi desde el cielo, gracias por ser mi motivacion, mi todo
y mi motor para seguir adelante. Gracias por tu amor infinito
#TeAmoHastaEICieloPapa.

A mi mama Maria de los Angeles Espinoza Jiménez, mujer valiente, de ti
aprendi a tomar valor para enfrentar mis propios miedos, de ti aprendo que
el amor incondicional y real si existe, no hay palabras para expresar tu apoyo
y nunca dejarme caer.

A mis hermanos Lorena e Israel, por estar siempre conmigo, por apoyarme
en cualquier momento, gran parte de este logro se los debo a ustedes.

A mi familia, quienes me ayudaron a lo largo de mi carrera para poder
culminarla y salir adelante.

A mis compafieros del laboratorio 321 por recibirme de la mejor manera y
apoyarme cuando lo necesitaba.

A Araceli y América por sus consejos, ayuda y amistad brindada, por las
diversas aventuras recorridas en nuestros proyectos de tesis.

A mis amigos del laboratorio 323: Vianey Ruiz, Vianey de la Rosa, Daniela
Patrén, Daniela Molina, Stephanie, Lili, Dulce, Yordin y Diana.

A mis amigos de carrera: Abner, Regina, Gres, Cynthia, Fernando, Lupita,
Erika, Mar y Mizael por su amistad y aventuras vividas durante la licenciatura.
A mis amigos: Junior, Karla, Juan Carlos y Octavio por su amistad y ayuda
incondicional, por dejarme ser yo mismo con ustedes sin temor a ser juzgado.
Gracias Dra. Laura Patricia Alvarez Berber por darme la oportunidad de
desarrollar mi proyecto en su laboratorio, por sus ensefianzas y suapoyo.

A mi asesora de tesis la Dra. Mayra Yaneth Antunez Mojica por su paciencia,

apoyo y entusiasmo, por darme una segunda oportunidad y creer en mi, no




tengo palabras para describir el agradecimiento que tengo contigo, continta
siendo una excelente asesora, llegaras muy lejos como investigadora.
Simplemente gracias.

+ Al Dr. Antonio Romero Estrada, gracias por ensefiarme e instruirme en esta
nueva area biologica de la que conoci gracias a ti, por tus consejos y por tu
amistad.




Este trabajo fue realizado en el laboratorio 321 de Quimica de Productos
Naturales, del Centro de Investigaciones Quimicas, IICBA de la Universidad
Auténoma del Estado de Morelos (UAEM) bajo la direccién de la Dra. Mayra Yaneth
Antunez Mojica. La actividad biolégica (viabilidad celular y secrecién de ON) fue
realizada en el cuarto de cultivo de la facultad de Farmacia de la UAEM bajo la
colaboracion del Dr. Antonio Romero Estrada.

La cromatografia de gases acoplada a masas y la extraccibn mediante
liquidos supercriticos fue realizada en el Laboratorio Nacional de Estructura de
Macromoléculas (LANEM) proyecto 294406 y de infraestructura 254145.




Abreviatura
°C
a

B
5

Y

pmol

ADP

AeRBc
AeRBb

ATP

bar

B4

B. bipinnata
B. copallifera
CG

CG-EM

Clso
COASH
CO2
COX1
COX2
C4

D
DAMP
DC

DE
DLso
DMAPP
DMSO
DOsa40
D4

E

epi
ETOP
E4

Fig
FPP

g

g/L
g/mol
GPP

h

H1
H20

Significado

Grados Celsius

Alfa

Beta

Delta

Gama

Micromol

Adenosin difosfato

Aceite esencial resina Bursera copallifera
Aceite esencial resina Bursera bipinnata
Adenosin trifosfato

Unidad de presion

Leucotrieno B4

Bursera bipinnata

Bursera copallifera
Cromatografia de gases
Cromatografia de gases acoplado a espectrometria
de masas

Concentracion inhibitoria media
Coenzima A

Dioxido de carbono
Ciclooxigenasa 1
Ciclooxigenasa 2

Leucotrieno C4

Dextrogiro

Patrones moleculares asociados a peligro
Células dendriticas

Desviacion estandar

Dosis letal media

pirofosfato de dimetilalilo
Dimetil sulféxido

Densidad Optica a 540nm
Leucotrieno D4

Diastereémero E

epimero

Etoposido

Leucotrieno E4

Figura

Farnesil pirofosfato

Gramos

Gramos sobre litros

Gramos sobre mol

Geranil pirofosfato

Horas

Receptor de histamina H1
Agua




HT1080
Hz
IFN-y
IgA
IgE
19G
IgM
IL-1
IL-2
IL-6
IL-8
IL-10
IL-12
iINOS
in
INDO
IPP
KB

L

Lbs
LOX
LPS
mg
Mich.
mL
MTS

NADPH
NF-kB
NK

nm
NOD
ON

P
PAMP
PC12
PGE2
PGF2
PGI2
psi

R

RBb
RBc
REBIOSH
RRP
ROS

Linea celular de fibrosarcoma HT1080
Hertz

factor de necrosis tumoral gama
Inmunoglobulina A

Inmunoglobulina E

Inmunoglobulina G

Inmunoglobulina M

Interleucina 1

Interleucina 2

Interleucina 6

Interleucina 8

Interleucina 10

Interleucina 12

Oxido nitrico sintasa inducible

Pulgadas

Indometacina

pirofosfato de isopentenilo

Células KB

Levogiro

Libras

Lipoxigenasa

Lipopolisacarido

Miligramos

Michoacén

Mililitros
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-
sulfofenil)-2H-tetrazolio

Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato
factor nuclear kappa-B

Células “natural killer”

Nandémetros

Dominio de oligomerizacién de nucleotidos
Oxido nitrico

Sustitucion para

patrones moleculares asociados a microorganismos patégenos
Linea celular de feocromocitoma PC12
Prostaglandina PGE2

Prostaglandina PGF2

Prostaciclina PGI2

Libra por pulgada cuadrada

Isbmero R

Resina Bursera bipinnata

Resina Bursera copallifera

Reserva de la biosfera sierra de Huautla
Receptores de reconocimiento de patrones
Especies reactivas del oxigeno




SBC
SFB
TapB
Tyd
TCR
TGA2
TLR
TLR-3
TLR-4
TLR-5
TLR-6
TLR-7
TLR-8
TLR-9
TLR-10
TNF-a
TPA
TXA2

Segundos

Selva baja caducifolia
Suero fetal bovino
Linfocitos Tap
Linfocitos Tyd

Receptor de linfocitos T
Tromboxano TGA2
Toll-like receptor
Receptor “Toll” 3
Receptor “Toll” 4
Receptor “Toll” 5
Receptor “Toll” 6
Receptor “Toll” 7
Receptor “Toll” 8
Receptor “Toll” 9
Receptor “Toll” 10
factor de necrosis tumoral alfa
13-acetato de 12-O-tetradecanoilforbol
Tromboxano TxA2
Volts

Diastereémero Z




Contenido

LINTRODUCCION ......cucuinirerncncniisesesseetsssssssesstsssssse et sssss et sssssesssssssassssessassssssns 1
2. ANTECEDENTES . ... ettt e e e e e eaa s 2
0o« T 1 1= PN 2

2.2 GENEIO BUISEIU c.ccccveeeveveveveverevessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 4
2.2.1 Actividades bioldgicas de diferentes especies de Bursera ...........ccocuveeeeuveenns 5

2.2.2 Bursera en el estado de MOrelos.........coocueieiieerieienieeniee e 7

2.3 BUISEra DiPiNNQLQ .......ceeueeeeneeeenireenireneseeeeserrenereessernsissresessessssassssnssnsnsssssasessnnnns 8

2.4 BUrsSera COPAIlIfera .........uuunueenireenereenierenieeneereeerensesenssernssessasessessssnsssenssssnnnes 10

2.5 Aceites Senciales........ccceevviiiiiiiiiiiiiiiiii s 11
2.5.1 MEtodos de eXEraCCiON.....c.ceeeiruiieiieieeieette sttt ettt 13

2.5.2 Extraccion supercritica Con CO2 ......ccuiiiieiiiie ettt e eeree e e 13

PN T =T o =T (o 1P PPPPPPPPPPPPPPPPRE 15

2.6 INFlamMACION .....uuveeriiiiii s 22
2.6.1 Inmunidad innata y adaptativa.....cccceeciiiiieiic e 22

2.6.2 Células Madre SANGUINEAS .......cccueeeeieiiieeeeeiiee ettt eetee e e e erae e e e erae e e eeaneeas 23

2.6.3 INVasion Microbiana........cooeeiieeiieiieeee e 24

2.6.4 Receptores de reconocimiento de patrones (RRP): TLR LPS NOD ................... 25

2.6.5 CAIUIAS CONTINEIA.....ooiiiiieiieeeee e 26

2.6.6 MOIECUIAS VASOACTIVAS ....eevveeieeriiieiieiie ettt e 26

I LU =[O X[ ] 31
4 OBJIETIVOS ..ot et e et e et e e e e aaaes 32
T =T 1= - | N 32

B 31 T e Y=Y ol 1 ol o L3RS 32
5.METODOLOGIA ...ttt 33
5.1 Material vegetal ......ccceuiiieiiiiiiiiiiieccrrscrrcrre e s e ss e s e e sen s senaans 33

5.2 Extraccion supercritica con CO2........cccuuciiieeeiiireceneereeneeesrennseeseennseessennsesssennnes 33

5.3 AnAlisis POr CG-EM ........ireeeeiiiieeeciiieeeciireeeeesrenenessrenesssrenssssrensssssrensssssrennnes 34




5.3.1 Preparacion de muestras para cromatografiade gases .........ccccocoveeeeeciveeeenns 34

5.3.2 Especificaciones de cromatografia de gases .......ccccceeecieieieciieeeccieee e, 35

5.4 Actividad antiinflamatoriain Vitro..............eeeeeeveevvvevvveveveveiieeiiiiieiiieieeeieeeeeeeees 35
5.4.1 CUtIVO CEIUIAT .ttt et e 36

5.4.2 Ensayo MTS para determinar la viabilidad celular..........cccccoeeieciiiieenninnnns 36

5.4.3 Tratamiento de los macrofagos CONLPS.........coovvciiiiivciiie e 36

5.4.4 Determinacion de la concentracion de ON .......c.cccoceevieeieeneeneeneenieeeeiene 37

6. RESULTADOS Y DISCUSION.......cciiiiieeieiteeeecieeie ettt ave e 38
6.1 Analisis quimico de los aceites esenciales de Burseracopallifera 2015.............. 38

6.2 Analisis quimico de los aceites esenciales de Burserabipinnata 2015................ 43

6.3 Andlisis quimico de los aceites esenciales de Burserabipinnata 2019................ 49

6.4 Comparacion quimica de los aceites esenciales de B. bipinnata colecta 2015 y

6.5 Comparacion quimica de los aceites esenciales de Bursera bipinnata y Bursera

COPAIlIfEerd 2015 ..........ceuueeeeieceereieeereenneeseennseeseennsasseensssssesnsssssesnsssssennsssssennsssssenssssssennnns 55
6.5.1 MoNOterpenos y SESQUITEIPENO0S. .. .uuuuuuuuui s 59

6.5.2 TIIEEIPENOS «.evvviiiieiiiiiiiiiteeee ettt e e s e st e e e e s s s ssbberaeeeessssssnbeaaeeeesssnnnnnns 61

6.6 Actividad antiinflamatoria in Vitro...............eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeueeeeeneuesesesenesesesesenenan. 62
6.6.1 Viabilidad CEIUIAM .....ooeeeeeeee e 62

6.6.2 Evaluacion OXido NIEFICO.......c.cvveuevereteeeeceetete ettt 63

6.7 Analisis del contenido metabdlico vsactividad bioldgica........ccccecevrivnniirinnnnnnns 65

7. CONCLUSIONES ...ttt e et e e et e e e et e e e eaeans 68
8. PER S PE CT IV A S L. et e 70
9. BIBLIOGRAFIA ..ottt 71
L0, ANEXO S . it e e e et a e e aaae 77
Anexo A. Protocolo de uso del extractor melloeX marcaAlegre Science ................. 77
Anexo B. Claves numéricas de los compuestos ........cccceueeerrimnniiriinnicreennieneennnseneens 80
Anexo C. Biblioteca de estructuras quUImMICas......cccceeerremenicriennrieriensiereennnereennseneens 82

Anexo D. Efecto de las resinas y aceites esenciales sobre la producciéon de ON en

macréfagos RAW 234.7 estimuladoSCon LPS..........ccouueirimeeiciienncerrenecereennneseennsseseennssssenes 89




Resumen

Bursera copallifera y Bursera bipinnata son las especies mas representativas
de los arboles de copal en México. De ellos emana una resina aromatica conocida
también como copal (del nahuatl copalli, que significa resina o incienso), con
diversos usos ceremoniales y medicinales, tales como antiinflamatorios.

En la presente investigacion, se estudiaron los aceites esenciales de las
resinas de B. copallifera y B bipinnata colectadas en 2015 (RBc2015 y RBb2015),
ademas de una colecta adicional para B. bipinnata en 2019 (RBb2019), todas ellas
fueron colectadas en el estado de Morelos. Una vez obtenidas y solidificadas, fueron
extraidos sus aceites esenciales, mediante un extractor de liquidos supercriticos
con COz, los aceites obtenidos fueron analizados mediante CG-EM y evaluados in
vitro para determinar su potencial inhibitorio sobre la produccion de ON, un
mediador del proceso inflamatorio.

Los resultados indicaron que en el aceite esencial
de B. copallifera (AeRBc2015) se identificaron 14 monoterpenos siendo los
mayoritarios 132 (29.511%), 133 (28.771%), 134 (7.237%) y 4 triterpenos
pentaciclicos (10, 12, 13, 135).

En cuanto al aceite esencial de B.bipinnata (AeRBb2015) se identificaron
16 monoterpenos, siendo los mayoritarios 60 (15.54%), 98 (11.69%), 142 (9.24%) y
4 triterpenos pentaciclicos (10, 12, 13, 135). Finalmente, para la colecta de esta
misma especie, pero del 2019 (AeRBb2019), se identificaron un total de 23
monoterpenos teniendo como mayoritarios a 132 (24.4%), 61 (8.275%), 158
(8.047%) y 4 triterpenos pentaciclicos (10, 12, 13, 135).

Con la finalidad de comprobar la eficacia de extraccion de los aceites, se
decidio analizar por CG-EM las resinas (RBc2015, RBb2015 y RBb2019) y los
remanentes de las resinas después de la extraccion. De manera global, se observo
gue, en los remanentes, se detectaron principalmente cuatro triterpenos
mencionados anteriormente (~ 70%) y apenas se observd menos del 1.5 % de
abundancia en monoterpenos, lo cual indico la extraccion casi total de los aceites

esenciales.




Por otro lado, todas las resinas (RBc2015, RBb2015 y RBb2019) y sus
respectivos aceites (AeRBc2015, AeRBb2015 y AeRBb2019) fueron evaluados in
vitro en el modelo de inhibicion de ON en macréfagos RAW 264.7 estimulados con
LPS, con un previo andlisis de viabilidad celular, esto con el fin de realizar un
andlisis comparativo de la actividad antiinflamatoria de las diferentes muestras
evaluadas.

Los resultados mostraron un porcentaje de inhibicion de 47.49 + 1.43, 51.65
+ 3.45 y 65.83 £ 8.53 para RBb2015, RBc2015 RBb2019, respectivamente. Por
otra parte, para los aceites esenciales AeRBb2015, AeRBc2015, AeRBb2019 se
obtuvo un porcentaje de inhibicion del 75.44 + 8.12, 72.17 + 1.82 y 37.43 + 7.13,
respectivamente.

De manera general se obtuvieron aproximadamente un 20% mas de
inhibicién de ON en los aceites esenciales en comparacién con sus respectivas
resinas, por lo que, se sugiere que la presencia de monoterpenos potencia la

actividad antinflamatoria.




1. INTRODUCCION




ENRIQUE BEZAILEEIL IINARES ESPINOZA

1. Introduccién

La inflamacién se considera una respuesta de los tejidos a estimulos nocivos de
origen externo, provenientes de infecciones o de dafio del propio tejido. Dicho
proceso esta asociado a diversas patologias como dermatitis, artritis y
enfermedades respiratorias, entre otras [Garcia 2008]. Por lo que su estudio ha sido
de interés para muchos grupos de investigacion, incluyendo a algunos productos
naturales derivados de especies vegetales como Bursera.

El género Bursera concentra cerca de 100 especies a lo largo del continente
americano, de las cuales cerca de 80 estan distribuidas en Meéxico,
taxonémicamente se dividen en burseras y cuajiotes. Las especies de Bursera son
muy resinosas y sus resinas (copales) poseen un olor aromatico muy caracteristico
a pino y limoén. Dentro de las especies de copal se encuentran Bursera copalliferay
Bursera bipinnata, distribuidas principalmente en Michoacan, Guerrero, Oaxaca
Puebla y Morelos. Sus usos medicinales se han descrito con propiedades
antiinflamatorias, para el uso en dolores dentales, asi como calmante de dolores de
cabeza provocados por la migrafia [Montufar 2015]. Estudios fitoquimicos previos
realizados en nuestro grupo de investigacion han encontrado una gran abundancia
de compuestos no volatiles, principalmente de triterpenos de tipo lupano y ursano
con importante actividad antinflamatoria in vivo e in vitro. Por ejemplo, a-amirina,
acido ursdlico, epilupeol, lupenona y acetato de epilupeol inhibieron la secrecién de
ON con valores de Clsoen el rango de 8.9 - 31 uM y mostraron un % de inhibicion

en edema de ratén inducido por TPA de entre 25 — 66 %. [Romero 2018].

En este trabajo se realiz6 un estudio quimico comparativo de los aceites
esenciales de las resinas autentificadas de B. bipinnata y B. copallifera colectadas
en el estado de Morelos. Con la finalidad de comparar la composicion quimica y

actividad antiinflamatoria in vitro de ambas especies.
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2. Antecedentes

2.1 Copales

Se conoce como copal a la resina producida por el copal y otros
arboles de la familia Burseracea, la cual se utiliza principalmente como incienso y
para fabricar barnices (del nahuatl de “copalli”, que significaba resina o incienso).
Existen varios tipos de copal (Figura 1); el copal de piedra es la resina que emanan
y se solidifica tornandose de color negro producida cuando algunos insectos, como
gusanos, provocan heridas en la corteza de estos arboles. La mirra se conoce como
los fragmentos desprendidos del tronco impregnados de resina como consecuencia
de los cortes hechos para su extraccion. El tecopal son estructuras pequefnas y
redondeadas con piedra de hormiguero y resina de copal. Debido a la demanda de
copal durante todo el afio, los copales sintéticos han sido de gran ayuda en la
religion catdlica principalmente, pues éste se puede conseguir todo el afio y es muy
econémico comparado con las resinas naturales, el incienso de Castilla es el que
mas se utiliza en las ceremonias religiosas. El copal blanco es el que se extrae de
los troncos, las personas dedicadas a este oficio van extrayendo las impurezas lo

gue resulta en que el costo de la resina sea mas elevado [Purata 2008].

Copal de
piedra

Copal
blanco

Copales

Copal
sintético

Tecopal

‘
4

Figura 1. Tipos de copales.
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Las resinas de los &rboles del copal son utilizadas desde culturas
prehispanicas, como comunicacién debido a que al quemarse éstas desprenden un
humo aromatico y pensaban que era un puente de comunicacion entre los dioses y
el hombre, como medio de purificacion de lugares y personas o lo que comunmente
conocemos como ‘limpias”, también se sigue utilizando en la actualidad en
ceremonias religiosas y tradiciones como el “dia de muertos” en México [Purata
2008].

Como uso medicinal, la resina se quemaba y se utlizaba como
antiinflamatorio para torceduras, emplasto para fracturas, para dolor de dientes,
bronquitis, enfermedades de la piel, enfermedades del frio y humedad. En el uso
domeéstico, la gente lo ha utilizado como barniz para recubrir sus trabajos y las
culturas precolombinas lo utilizaban como pegamento para los mosaicos también
para moldear figuras y ofrecerlos a sus dioses [Dorado Hypatia; Montufar 2015;
Lona 2004].

Es una gran actividad econdmica en muchos municipios, las personas que
extraen la resina se hacen llamar “copaleros”, lo cual incluye una ardua labor,
familias enteras se transportan a las serranias durante meses para la recoleccion
del copal y asi poder venderlo en los tianguis y ferias [Linares 2008; Montufar 2015].
La extraccion consiste en hacer cortes transversales con una navaja llamada
“Quichala”, del tronco se amarra una hoja de encino que sirve de puente para que
la resina caiga a una hoja de agave con un tapon al final de ésta llamado “zapatito”
(hecho de estiércol de vaca, agua y arcilla) y tome la forma de barra para un mejor

transporte a los diferentes municipios (Figura 2).
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Figura 2. a) cortes en el arbol, b) extraccion de resina, c) colecta de resina,
d) resina solidificada de Bursera bipinnata.
Foto de: M. BIBC Fidel Ocampo.

2.2 Género Bursera

El género Bursera en México comprende un total de 84 especies
distribuidas principalmente en los estados de Oaxaca, Guerrero, Puebla y Morelos,
siendo como principal ecosistema la Selva baja caducifolia (SBC) de clima seco,
donde los arboles y arbustos pierden sus hojas de octubre a mayo [Dorado
HYPATIA].

A su vez, el género Bursera se divide en dos subgéneros: Bullockia y
Bursera [Acta Botanica Mexicana 2004], la primera comprende a los cuajiotes
siendo su principal caracteristica su corteza exfoliante y la segunda pertenecen los
copales que por el contrario a los cuajiotes mantienen una corteza no exfoliante

(lisa) como se muestra en la Figura 3.
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Mulatos

Bursera
' — Cuajiotes
Bursera
‘Bullockia Copales

Figura 3. Subgéneros del género Bursera.

2.2.1 Actividades bioldgicas de diferentes especies de Bursera

Se han descrito varios estudios de distintas especies de Bursera entre los
gue se encuentran Bursera citronella descrito como antitusivo [Marcotullio 2018],
ademas de dos lignanos aislados [Koulman 2003] llamados hinokinin (1) y savinin
(2), siendo el primero reportado con actividades biolégicas como antiinflamatorio,
inmunopresivo,  antibacterial, antiviral, antiespasmaddico, antileucémico,
antiproliferativo, neuroprotector, promotor de crecimiento de neuritas en células

PC12 y antimicrobiano contra Trypanosoma cruzi [Marcotullio 2018].

Hinokinin (1) Savinin (2)
En Bursera graveolens del extracto metandlico de tallos se aislaron dos

nuevos lignanos ariltetralin reportados como burseranin (3) y picropoligamain (4)
con actividad citotoxica contra linea celular humana HT1080 fibrosarcoma
[Nakanishi 2005]
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o\/o o\/O
Burseranin (3) Picropoligamain (4)
En Bursera morelensis se ha determinado actividad antimicrobiana [Canales
2017] y propiedades antiinflamatorias de los aceites esenciales [Carrera 2014] asi
como la identificacion de dos lignanos denominados deoxipodofilotoxina (5) [JOLAD
1977] y morelensin (6) siendo el ultimo activo contra células cancerosas KB

(Carcinoma epidermoide) [Marcotullio 2018].

H H H
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Deoxipodofilotoxina (5) Morelensin (6)

En Bursera fagaroides se determind la actividad antimitotica y se aislaron los

siguientes lignanos (7,8,9) de tipo aril hidroxinaftaleno. [Antunez 2016]

OMe OMe
7" 8 -deshidropodofilotoxina (7) 7" 8 -deshidroacetilpodofilotoxina (8)
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OMe
78 -deshidro trans-p-cumaroilpodofilotoxina (9)

2.2.2 Bursera en el estado de Morelos

De las 84 especies de Bursera existentes en México, en el estado de
Morelos abundan de 20 a 23 especies, 16 de ellas en la Reserva de la Biosfera
Sierra de Huautla (REBIOSH), representando el 27% de las reportadas en nuestro
pais. Existen varias especies de Bursera distribuidas por todo el estado de Morelos
[Dorado HYPATIA], en latabla 1 se reporta las especies de Bursera y el nimero de
municipios donde abundan las mismas. Ademas, Bursera copallifera y Bursera
bipinnata son las mas importantes y las de mayor produccion en resina [Dorado

HYPATIA], siendo el objeto de estudio de esta investigacion.

Tabla 1. Distribucion de Bursera en los municipios del estado de Morelos.

Especie NUmero de municipios
Bursera copallifera 24
Bursera fagaroides 24
Bursera lancifolia 17
Bursera bipinnata 15
Bursera grandifolia 15

En la tabla 2 se reportan los municipios con mayor nimero de especies
Bursera en el estado de Morelos, siendo Tlaquiltenango el que contiene el mayor

namero de especies.
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Tabla 2. NUumero de especies Bursera en municipios del estado de Morelos.

Municipio NUumero de especies
Tlaquiltenango 18
Tepalcingo 13
Puente de Ixtla 11
Tepoztlan 10
Emiliano zapata 10
Jiutepec 8

Bursera copallifera y Bursera bipinnata crecen aproximadamente entre 3.0-
12.0 metros de altura, el didmetro de sus troncos oscila entre los 35.0-50.0
centimetros, existen diferentes tipos de copal, algunos muestran hojas de tipo
helecho (B. bipinnata) y su distribucibn en México es en los estados de
Aguascalientes, Chiapas, Colima, Durango, Guanajuato, Guerrero, Jalisco, México,
Michoacan, Morelos, Nayarit, Oaxaca, Puebla, Veracruz y Zacatecas mientras que
hay otra especie con hojas de tipo rosetas (B. copallifera), su distribucion en México
es en los estados Colima, Guerrero, Jalisco, México, Michoacan, Morelos, Nayarit,
Oaxaca, Puebla y Zacatecas [Medina 2008]. (Fig. 4). Estos arboles producen en su
interior una resina aromatica que al extraerla y solidificarse es lo que llamamos

comunmente “copal”

Figura 4. a) Hojas tipo helecho (B. bipinnata) y b) hojas tipo rosetas (B. copallifera)

(de izquierda a derecha).

2.3 Bursera bipinnata

Existen alrededor de tres reportes en la literatura sobre B. bipinnata,

gue se describen a continuacion Gomez y colaboradores examinaron un material
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encontrado en objetos prehispanicos descubiertos en el Templo Mayor, para ello
compararon ocho especies botanicas certificadas de resinas mexicanas mediante
CG-EM, concluyendo que el material podria ser bursera bipinnata o bursera
stenophylla. Los compuestos detectados en las resinas fueron triterpenos: lupeol
(10), lupanona (11), a-amirina (12), B-amirina (13), a-amirona (14), B-amirona (15),
3-epi-a-amirina (16), 3-epi-p-amirina (17), epi-lupeol (18) y hacen énfasis en los
multiples estudios acerca de la propiedad antiinflamatoria que presentan este tipo
de compuestos [Lucero 2014].

Por otra parte, Case y colaboradores estudiaron el aceite de tres copales
comerciales detectando sesenta y ocho compuestos. El aceite esencial del copal
blanco quienes reportan como probable origen B. bipinnata, tiene como compuesto
mayoritario el copaeno (19) (14.52 + 1.28%) y el D-germacreno (20) (13.75 +
1.06%). De igual forma los demas inciensos son de origen probable [Case 2003].

Hernandez y su grupo de investigacion obtuvieron de las hojas de Bursera
ariensis, Bursera biflora, Bursera bipinnata, Bursera excelsa, Bursera hintonii
(Mich.) y Bursera sarukhaniise un solido polvoso de color amarillo con punto de
fusidon (192-194 °C) y mediante RMN 1 H en DMSO de correspondio al 3-O-a-L-
ramnopiranosido de miricetina (21) [Hernandez 2002].

Un ultimo estudio de Gonzalez y colaboradores de Bursera bipinnata se
evaluo la actividad antiinflamatoria de cinco triterpenos aislados de la resina: epi-
Lupeol (22), Lupenona (11), Acetato de lupeol (135), a-amirina (12) y terpinen-2,5-
diol (24) siendo epi-lupeol (22) el que presenta mayor porcentaje de inhibicion de la
inflamacion mediante el ensayo in vivo TPA (Tabla 3) [Gonzalez 2012, tesis

licenciatura).
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Tabla 3. Porcentaje de inhibicion de la inflamacion de los triterpenos aislados de la
resina de Bursera bipinnata.

Muestra % de inhibicién de la inflamacién
Resina 55.14 + 3.85
epi-lupeol (22) 66.39 + 4.38
Lupenona (11) 33.93+1.98
Acetato de lupeol (135) 49.35+ 3.6
a-amirina (12) 25.00+1.81

Terpinen-2,5-diol (24) 189+1.2

Indometacina (25) 91.35+0.47

2.4 Bursera copallifera

En el 2015 Columba y colaboradores reportaron los porcentajes de
inhibicion de la inflamacion de los extractos de diferentes partes de Bursera
copallifera (hojas, tallos y corteza de tallos) de metanol, hidroalcohdlico,
diclorometano en edema de oreja de ratdén inducido por TPA a concentraciones de
0.1,0.5 y 1.0 mg/oreja, siendo el extracto de diclorometano de hojas el que mayor
porcentaje obtuvo de inhibicion, presentd un (55.4% de inhibicion) a una dosis de
0.1 mg/oreja [Columba 2016].

En Bursera copallifera se determin6 que los triterpenos epi-lupeol (18) y a-
amirina (12) y sus derivados tienen alta actividad antiinflamatoria (Tabla 4) probadas
en un modelo de inflamacién inducida por TPA en oreja de ratdn [Romero 2012,

tesis maestrial.

Tabla 4. Porcentaje de inhibicién de la inflamacién de los triterpenos de Bursera

copallifera.

Compuesto % inhibicién de la inflamacion
Epi-lupeol (18) 66.29 £ 4.38
a-amirina (12) 25.00+1.81

Indometacina (25) 91.35+0.47

Otro estudio del mismo grupo de investigacion anterior realiz6 la semi-

sintesis de compuestos derivados de a-amirina (12) y epi-lupeol (18), aislados de la

10
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resina de Bursera copallifera para determinar la actividad antinflamatoria en un
modelo de edema inducido por TPA en oreja de raton siendo 3,4-seco-ursan-12(13)-
en-3,4 lactona (26) el que mayor Dlso obtuvo (0.73 pmol/oreja) con respecto al
control indometacina (25) (0.68 umol/oreja). También se evalud el efecto de estos
compuestos sobre la secrecidon de 6xido nitrico (ON) en macréfagos RAW 264.7 a
concentraciones no citotoxicas, entre ellos a-amirina (12), acido ursolico (27), epi-
lupeol (18) y oleanderolido (28), con valores de Clsoen el rango de 8.98-15.5 pM.
Por otra parte, se realizé la cuantificacion de una citoquina pro-inflamatoria
denominada interleucina-6 (IL-6) siendo N-3,4-seco-urs-4(23),12(13)-dien-il-1-4"R-
hidroxi-L-prolina metil éster (29) y N-3,4-seco-lupa-4(23) (31),20(29)-dienil-4"R-
hidroxi-L-prolina metil éster (32) son los que inhibieron la produccién de ON vy la
inhibicién de IL-6. Por ultimo, se evaluaron los compuestos a-amirinona (14), 3,4-
seco-ursan-12(13)-en-3,4 lactona (26), 3,4-seco-urs-4(23),12(13)-dien-3-ol (33), N-
3,4-seco-lupa-4(23) (31),20(29)-dienil-4"R-hidroxi-L-prolina metil éster (32), N-3,4-
seco-lupa-4(23) (31),20(29)-dienil-4"R-hidroxi-L-prolina metil éster (32) vy
oleanderolido (28) en su inhibicion del factor transcripcional NF-kB, que participa en
la sintesis de citocinas y enzimas como COX2 y iNOS, evitando la produccion de

prostaglandinas y de ON [Romero 2017, tesis de doctorado].

2.5 Aceites esenciales

Las plantas han sido utilizadas desde hace siglos como una fuente terapéutica
para el alivio de muchos padecimientos, en especifico, el olor caracteristico de
muchas de ellas se atribuye a la presencia de aceites esenciales, y son utilizados
para el alivio de enfermedades inflamatorias, como aromaterapias, cosméticos, por
mencionar algunas. Estos estan compuestos de varios componentes quimicos
como hidrocarburos, alcoholes, compuestos carbonilicos, aldehidos aromaticos,
fenoles y terpenos (monoterpenos, diterpenos, sesquiterpenos, fenilpropanos)
siendo este ultimo el de mayor importancia y abundancia. Son componentes muy
volatiles y lipofilos, es decir, solubles en grasas y de alto indice de refraccion
[Martinez 2001; Lépez 2014].

11
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Los aceites esenciales se encuentran en cualquier parte de la planta, la Tabla
5 muestra algunos ejemplos de plantas donde se extrajeron aceites esenciales,
también se reporta el porcentaje de aceite yendo desde los 0.5-20% asi como los
compuestos mayoritarios y su uso como saborizantes [Dewick 2002; Baser 2011;
Agarwal 2005].

Tabla 5. Ejemplos de plantas y sus compuestos mayoritarios (tomado y modificado

Dewick 2002).
Aceite Parte de la % de Compuestos mayoritarios (%) Usos
planta aceite
Clavo Capullos flores 15-20 Eugenol (34) (75-90) Condimento,
secas Acetato de eugenilo (35) (10- aromaterapia,
15) antiséptico
cariofileno (36) (3)
Hinojo Fruta madura 2-5 Anetol (37) (50-70) Condimento,
Fenchona (38) (10-20) aromaterapia,
Estragol (39) (3-20) carminativo
Nuez Semillas 5-16 Sabineno (40) (17-28) Condimento,
moscada a-pineno (41) (14-22) aromaterapia,
B-pineno (42) (9-15) carminativo

Terpinen-4-ol (43) (6-9)
Miristicina (44) (4-8)
Elemicina (45) (2)

Gaulteria Hojas 0.7-1.5 Salicilato de metilo (46) (98) Condimento,
Ramas 0.2-0.6 antiséptico,
antirreumatico.
Anis Fruta madura 2- Anetol (37) (80-90) Condimento,
3 Estragol (39) (1-6) aromaterapia,
carminativo
Anis estrella Fruta madura 5- Anetol (37) (80-90) Condimento,
8 Estragol (39) (1-6) carminativo
Casia Corteza seca, 1- Cinamaldehido (47) (70-90) Condimento,
hojas 2 2-metoxicinamaldehido (48) carminativo
(12)
Corteza Corteza seca 1- Cinamaldehido (47) (70-80) Saborizante,
canela 2 Eugenol (34) (1-13) aromaterapia,
Cinamil acetato (49) (3-4) carminativo
Hoja de Hojas 0.5-0.7 Eugenol (34) (70-95) Saborizante
canela
Menta Partes aéreas 0.3-1.2 Pulegona (50) (25-51) Perfumeria
Mentona (51) (5-59) Cosméticos

Farmacéutico
Saborizante

Rosa de Flores frescas 0.06- 2-feniletanol (52) (69-81) Aromaterapia
Castilla 0.08 Linalool (53) (1.5-3.3)
Citronelol (54) (1.8-7.2)

12
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Las plantas destinan energia y materia (carbono) para la biosintesis de

compuestos que no cumplen funciones primordiales, estos compuestos son los

metabolitos secundarios y son biosintetizados a partir de la necesidad de

sobrevivencia de la planta, siendo los aceites esenciales uno de los pertenecientes

a estos metabolitos secundarios [Sepulveda 2004].

2.5.1 Métodos de extraccion

Existen varios métodos para obtener los aceites esenciales, algunos

ejemplos son [Martinez 2001]:

La expresion, donde se utiliza la fuerza mecanica, principalmente en
la obtencién de aceites de algunos citricos como la naranja.
Destilacion con vapor de agua, en la que el material vegetal (en
pequefios trozos) es introducido de una camara inerte sometida a
vapor de agua, las esencias son colectadas y separadas de la fase
acuosa para su posterior utilizacion.

Extraccién con disolventes volatiles, donde el material es secado y
con disolventes organicos como metanol, diclorometano por
mencionar algunos son extraidos aceites esenciales, grasas yceras.
Enfleurage, donde principalmente flores se colocan en la superficie
de una capa de aceite vegetal para la extraccion de sus aceites
esenciales.

Liquidos supercriticos, siendo la que se esta utilizando actualmente
por sus diversas ventajas en la extraccion de aceites esenciales. Se
describe a continuacion.

2.5.2 Extraccién supercritica con CO2

La extraccion por liquidos supercriticos esta siendo utilizada hoy en dia

debido a sus grandes ventajas en la obtencion de aceites esenciales entre otros

compuestos quimicos como la pureza del producto final, pues no se usan productos
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quimicos peligrosos y disolventes que puedan afectar o contaminar, el proceso de
extraccion es relativamente corto comparado con otros métodos, se realiza un
quimica ecoldgico-amigable pues es un proceso limpio, seguro y sin impacto
negativo al ambiente, debido a que no hay acceso al aire la materia prima no se
oxida, es de bajo costo el COzy tiene una eficiencia >90% [CannabiGold 2019]
Entre los extractores que se encuentran en el mercado, melloeX es un
extractor que utiliza COz liquido para la extraccion botanica, el cual funciona bajo
presion y es empleado para extraer aceites esenciales, aromas y fragancias. La
figura 5 se muestra los principios operativos. La fuente de CO: es el hielo seco
(CO:2 sdlido) sin embargo, el CO2 no existe como liquido a presion atmosférica
normal por lo cual se somete a un cambio, de sublimacién a gas CO:z (punto 1). Por
lo tanto, se le agrega hielo seco (CO:2 solido) a melloeX y se cierra para que se
forme el gas CO2y asi aumente la presion dentro del recipiente. EI CO2 a alta
presion (800 psi 0 ~ 60 bar) es un gas (punto 2) y cuando el agua fria fluye a través
del condensador, el gas CO2 se convierte en COz liquido, éste se impregna en el
material vegetal, disolviendo los aceites y los extrae de forma natural [Alegre
Science 2016]. Los aceites esenciales colectados después de la extraccion pueden
ser enviados a diferentes técnicas de separacion e identificacion como
cromatografia de gases acoplado a un detector de espectrometria de masas (CG-

EM) para identificar los compuestos presentes en la muestra.
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CRITICAL
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PHASE

LIQUID
PHASE

100

GASEOUS
PHASE

T 1
-100 -50 0 50

Figura 5. Diagrama de fases de COs,.
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2.5.3 Terpenos

Los terpenos son el grupo mas grande de productos quimicos encontrados
de los aceites esenciales. Estos se producen a partir de la union de unidades de
isopreno (CsHs) figura 6, de ahi se biosintetizan numerosas moléculas de estructura
quimica lineal o estructuras con uno o mas anillos [de Groot 2016].

CHs CH,
CH, H
Figura 6. Unidad de isopreno.
De acuerdo con el nimero de unidades de isopreno en una molécula son
denominados de diferente forma:

e Hemiterpenos son terpenos que contienen 5 carbonos.

¢ Monoterpenos son terpenos que contienen 10 carbonos y es derivado del
geranilpirofosfato (GPP), y contiene dos unidades de isopreno.

e Sesquiterpenos: son terpenos que contienen 15 carbonos y es derivado de
farnesilpirofosfato (FPP) y contiene tres unidades de isopreno.

e Diterpenos son terpenos que contienen 20 carbonos.

e Setreterpenos son terpenos que contienen 25 carbonos.

e Triterpenos son compuestos que contienen 30 carbonos.

e Tretaterpenos son compuestos que contienen 40 carbonos.
Todos los compuestos con unidades de isopreno mostradas anteriormente

siguen la ruta metabdlica del mevalonato: figura7. [Dewick 2002]

15




ENRIQUE BEZAILEEL IINARES ESPINOZA

Acido mevalénico
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Figura 7. Ruta metabdlica terpenos (tomado y modificado de Dewick 2002).

La unidad de isopreno no es producida de forma natural si no que se forma
a partir de los compuestos pirofosfato de dimetilaliio (DMAPP) y pirofosfato de
isopentenilo (IPP) a partir del 4cido mevaldnico figura. 8. Los monoterpenos se

componen de dos unidades de isopreno y se detallan a continuacion.
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Figura 8. Formacién de precursor DMAPP para la formacion de terpenos.

En los aceites esenciales, los compuestos mayoritarios importantes son los

monoterpenos y sesquiterpenos. La volatilidad y el olor tipico de los aceites

esenciales se debe a estos dos grupos de compuestos [de Groot 2016]. Hay muchas

formas de clasificar a los monoterpenos y sesquiterpenos, en la tabla 6 se enlistan

la clasificacion de estos compuestos quimicos de acuerdo con de Groot y

colaboradores.
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Tabla 6. Clasificacion quimica de Monoterpenos y sesquiterpenos (Tomado y
modificado de Groot, 2016).

Clase quimica

Ejemplos

Terpenos aciclicos

Mirceno, (E)-ocimeno, (Z)-ocimeno (55-57)

Monoterpenos monociclicos

p-cimeno, a-fencheno, limoneno, B-felandreno,
terpinoleno, a-terpineno, y-terpineno (58-64)

Monoterpenos biciclicos

Canfeno (65), a-pineno (41), B-pineno (42), sabineno
(40), a-tujano (66)

Monoterpenos triciclicos

Tricicleno (67)

Sesquiterpenos aciclicos

a-farneseno (68), (E)-B-farneseno (70)

Sesquiterpenos monociclicos

a-bisaboleno, B-bisaboleno, curcumeno, B-elemeno
(71-74)

Sesquiterpenos biciclicos

a-cardineno (75), y-cardineno (76), cariofileno (36),
B-selineno (78)

Sesquiterpenos triciclicos

Aromadendreno, a-cedreno, B-cedreno, a-gurjuneno
(79-82)

Monoterpeno aciclico (alcohol)

Citronelol (54), geraniol (83), linalool (53), nerol (84),
lavandulol (85)

Monoterpeno aciclico (éster)

Acetato citronelilo, acetato geranilo, acetato linalilo
(86-88)

Monoterpeno aciclico

Citronelal, geranial, neral (89-91)

(aldehido)

Monoterpeno monociclico (2)-carveol, mentol, pulegol, terpineol (92-95)
(alcohol)

Monoterpeno monociclico Carvacrol (96), eugenol (34), timol (97)
(fenoles)

Monoterpeno monociclico Carvona (98), mentona (51), piperitona (100),
(cetonas) pulegona (50)

Monoterpeno biciclico (alcohol)

Borneol, mirtenol, pinocarveol (101-103)

Monoterpeno biciclico
(aldehido)

Mirtenal (104)

Terpeno biciclico (cetonas)

a-canfor (105), d-canfor (106), fenchona (38)

Sesquiterpeno monociclico
(alcohol)

a-bisabolol, B-bisabolol, elemol (108-110)

Sesquiterpeno biciclico
(alcohol)

a-cadinol, a-eudesmol, B-eudesmol (111-113)

Sesquiterpeno biciclico
(aldehido)

Isovalencenal, zizanal (114-115)

Sesquiterpeno biciclico
(cetonas)

(E,E)-germacrona, a-vetivona, B-vetivona (116-118)

Sesquiterpeno triciclico
(alcohol)

Patchulol, a-santalol (119-120)

Alcohol aroméatico

Alcohol de bencilo, alcohol cinamilico (121-122)

Ester aromatico

(Z2)-metilcinamato (123), salicilato de metilo (46)

Aldehido aromatico

Benzaldehido, cuminaldehido, vanilina (124-126)

Eteres fendlicos

Anetol (37), safrol (127), estragol (39)

Oxidos

Eucaliptol, mentofurano (128-129)

Acidos

Acido geranico, &cido isovalérico (130-131)
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2.5.3.1 Monoterpenos

Los monoterpenos muestran un olor y sabor caracteristicos [Can 2010], han
sido usados en las industrias cosmetiqueras; alimentaria; para insecticidas,
repelentes de insectos, entre otras mas, comprenden aproximadamente el 90% de
los aceites esenciales con un numero de actividades biolégicas, como
anticancerigenos, antimicrobianos, antioxidantes, antivirales, analgésicos Yy
antiinflamatorios [Quintans 2019]

Sus caracteristicas lipofilicas favorecen la modulacion de las citocinas por su
absorcion y accion rapida. También se ha reconocido que los monoterpenos
estimulan citocinas antiinflamatorias, como la IL-10 [Spelman 2006]. El desarrollo
de analgésicos y antiinflamatorios con relacién a monoterpenos ha sido estudiada
en los ultimos afios.

Los monoterpenos pueden ser hidrocarburos lineales o aciclicos como el
Mirceno (55), monociclicos y biciclicos [de Groot 2016] (Figura 9), alcoholes como
el geraniol (83), aldehidos como el geranial (90), especialmente acetatos por

reaccion con acetil-CoA.

= \/\OH X N
@]
N
(55) (83) (90)

Figura 9. Ejemplo de monoterpeno aciclico, con alcohol y con aldehido.

Dentro de la clasificacibn de los monoterpenos monociclicos y biciclicos
podemos encontrar tipos de esqueletos, en el primero se encuentran con estructura
base de tipo mentano y en los segundos se pueden encontrar estructuras de tipo

pinano y canfano como se muestra en la figura 10.
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Monociclicos Biciclicos
Tipo Tipo
Pinano Canfano
Tipo
Mentano __ Q{%;
Tipo Tipo Tipo
Fenchano Pinano Pinano
I
Tipo
Isocanfano

Figura 10. Tipos de estructuras de monoterpenos monociclicos y biciclicos.

También, dentro de los monoterpenos se pueden distinguir dos grandes
agrupaciones: a) los monoterpenos regulares y b) los monoterpenos irregulares

teniendo esqueleto base como se muestra en la figura 11.

Figura 11. Esqueletos base de monoterpenos a) regulares y b) irregulares.

Los monoterpenos ciclicos siguen una serie de reacciones quimicas, Su
precursor Geranil PP se convierte posteriormente mediante la eliminaciéon de OPP
a Linalil PP (LPP) y a su vez se convierte en Neril PP (NPP). Es de suma importancia
el precursor GPP pues no ocurririan las reacciones de ciclacién, la estereoquimica
es importante pues un isomero E del doble enlace desfavoce la formacion del anillo,

por lo tanto, estas reacciones son de vital importancia, el resultado es un isémero Z
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quien si puede llevar a cabo la ciclacion [Dewick 2002] como se muestra en la figura

© OPP

3] © opp

—

12.

opp oppP

/

| =—
Linalil PP
(LPP) / \
@ ®
= AN
| .
-

Geranil cation Neril cation

Geraml PP
(GPP)

zZ
=

Neril PP
(NPP)

1

OPP
= oPP | X
_ e —
‘ oPP

Geranil PP Linalil PP Neril PP
(GPP) (LPP) (NPP)

Par i6nico-difosfato de cation alilico Cation mentilo/alfa-
deslocalizado terpinilo

Figura 12. Ruta biosintética de ciclacion de monoterpenos (Tomado y modificado
de Dewick 2002).

2.5.3.2 Sesquiterpenos

Los sesquiterpenos son otro grupo importante, fungen también propiedades

antiinflamatorias, son menos volatiles que los monoterpenos y se conforman de tres

unidades C5, es decir, poseen 15 carbonos, poseen estructuras aciclicas,
monocicliclas, biciclicas y triciclicas [de Groot, 2016], sus mecanismos para su
formacion son similares a los monoterpenos [Dewick 2002].

Estos compuestos son los causantes del olor caracteristico de algunas

plantas, tienen altas temperaturas de ebulliciébn, ocupan aproximadamente el 25%
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de la fraccion de los terpenos [de Groot 2016] y son de importancia por sus
propiedades terapéuticas, como antiinflamatoria, espasmadica y sedante.

Como se ha mencionado, los aceites esenciales han mostrado propiedades
antiinflamatorias. La inflamacién ha sido un mecanismo de proteccién del sistema
inmunitario para eliminar patdégenos extrafios a nuestro organismo, asi como dafios
fisicos, pero muchas veces estos factores externos provocan anormalidades
haciendo que la inflamacién sea un factor determinante en otras enfermedades
como el cancer, diabetes, asma, artritis reumatoide entre otras mas [IRB 2007] por
ello, es importante saber el mecanismo completo de la inflamacion.

2.6 Inflamacion

La revista de la real academia de ciencias exactas, fisicas y naturales definen
a la inflamacion como la respuesta del sistema inmunolégico de un organismo, al
dafio causado a sus células y tejidos vascularizados por patdgenos bacterianos y
por cualquier otro agresor de naturaleza bioldgica, quimica, fisica o mecanica
[Garcia 2008] y se pueden identificar cinco sintomas: calor, rubor, edema, dolor y

pérdida de la funcion celular [Margni 1996].

2.6.1 Inmunidad innata y adaptativa

Centrandonos en los patégenos, la piel es la primera barrera fisica donde los
acidos grasos, moléculas microbicidas y células intraepiteliales evitan la
proliferacion de los patdégenos. Aquellos que logren atravesarla son reconocidos por

el sistema inmune, desencadenando muchas sefiales para eliminar el agente
desconocido externo [Margni 1996]. La inmunidad innata y adaptativa logran
destruir por completo la mayoria de patdgenos en nuestro organismo. [Tizard 2009]

La primera linea de defensa de nuestro organismo ante un patégeno se llama

inmunidad innata, mientras que la inmunidad adaptativa tiene como propésito la
eliminacion especifica de los microorganismos con los que la inmunidad innata no

puede contener. Asimismo, posteriormente de una respuesta inmune viene una fase

de reparacion de tejidos, y después de una respuesta del sistema inmune

adaptativo, quedan guardadas células de memoria, para evitar que el patégeno
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particular que causo la infeccidn vuelva a infectar el organismo (memoria). [Tizard
2009].

El sistema inmunitario adaptativo recurre a tres estrategias principales para
combatir a la mayoria de los microbios. * Anticuerpos. « Fagocitosis. * Procesos de
muerte de la célula infectada. El objetivo de la respuesta adaptativa consiste en
activar uno o varios de estos mecanismos de defensa contra los diversos microbios

gue puedan hallarse presentes. [Abbas 2015]

2.6.2 Células madre sanguineas

Las células madre hematopoyéticas se encuentran en la sangre periférica y
en la médula ésea. También se llama célula madre sanguinea y se clasifican de
acuerdo con su origen en: [NIH 2019]

e Células madre mieloides

Se convierten en 4 tipos de glébulos sanguineos: glébulos rojos, plaguetas,
Granulocitos (Eosindfilos, basodfilos y neutrofilos) y monocitos (macrofagos
inmaduros). Siendo los dos ultimos pertenecientes al grupo de glébulos blancos.

e Células madre linfoides

Los glébulos blancos o leucocitos son los encargados de combatir
infecciones y otras enfermedades [NIH 2019]. Las células madre linfoide primero se
convierten en linfoblastos para convertirse posteriormente en células NK, linfocitos

B y linfocitos T, todos ellos glébulos blancos (figura 13).
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Eosinofilos Son reclutados en procesosde alergias e infecciones parasitarias.

Su principal funcidén es la de responder a dafio tisular e infecciones
por patégenos.

Basofilos

Proviene del inglés natural killer, tienen actividad citotdxica en
Células NK | células infectadas por patdgenos, produce quimiodnas y
citocinas como IFN-y, TNF-a, IL-1, IL-2, IL-8, IL-12.

Producen anticuerpos ¢ inmuncglobulinas, las clases de
inmuncglobulinas concddas son IgM, 1gG, IgA e IgE. Cumplen
funciones como neutralizacion de patdgenos y toxina,
opsonizacion, fagodtosis vy eliminacion de patdgenos

: extracelulares.

Linfocitos B

Globulos
Blancos

Provienen de Ia linea linfoide y maduran en el timo, de acuerdo
con su receptor TCR se dividen en linfodtos Taf y linfocitos
Tyd, poseen memona inmunoldgica, vida media larga, cumple
funcién de defensa contravirus y células tumorales

Linfocitos T

Son las células defensivas que acuden en primer téminc al
Neutrofilos | lugar de la infeccién, cumplen funciones de reconocimiento de
los microbios y activacion, fagocitosis y destruccion de los
microbios ingeridos

La principal funddn es la de ingerir y fagocitar patdgenos. Entre
los mecanismos de eliminacion, estan 1a generaddn enzimatica
de espedes reactivas del oxigeno (superdxido) y del nitrdgeno
(6xido nitrico), que sontdxicas paralos microbios.

Macréfagos

o

[Abbas 2015], [Fainboim 1994], [Pavén 2016), [Tizard 2009]

Figura 13. Clasificacion de glébulos blancos.

2.6.3 Invasion microbiana

Podemos encontrar microorganismos exdégenos como las bacterias, hongos,

protozoos y parasitos helmintos. Y microorganismos intracelulares como los virus,
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bacterias o protozoos intracelulares los cuales daran paso al desencadenamiento
del proceso inflamatorio, pues el sistema inmune es capaz de detectar agentes
extrafios que ingresan a nuestro cuerpo mediante receptores celulares. [Tizard
2009].

2.6.3.1 PAMP

Las sustancias microbianas que estimulan la inmunidad innata son con
frecuencia compartidas por distintas clases de microbios y se llaman patrones
moleculares asociados a microorganismos patdgenos (PAMP) [Abbas 2015;
Fainboim 1994; Pavén 2016]. Los PAMP son moléculas presentes en los
microorganismos que comparten tres propiedades: a) se expresan en los
microorganismos, pero no en el huésped, b) estan presentes en diferentes
microorganismos y c) son esenciales para la supervivencia de los microorganismos.
[Fainboim 1994]

2.6.4 Receptores de reconocimiento de patrones (RRP): TLR LPS NOD

Para que el sistema inmune reconozca moléculas propias y extrafias cuenta
con muchos receptores mencionados a continuacién, estos pueden reconocer a

PAMP y asi desencadenar el proceso de eliminacion del patégeno.

2641 TLR

Los receptores tipo Toll son glucoproteinas de membrana de cadena corta
[Tizard 2009], se encuentran en la superficie celular y dentro de la célula, nuestro
organismo cuenta con 10 receptores de este tipo, los primeros reconocen PAMP de
bacterias, hongos y parasitos (TLR-1, TLR-2, TLR-4, TLR-5, TLR-6 y TLR-10) y los
segundos reconocen acidos nucleicos y productos virales dentro del endosoma
(TLR-3, TLR-7, TLR-8 y TLR-9) [Pavén 2016].

2.6.4.2 LPS

El lipopolisacarido estd presente en la superficie de las bacterias
gramnegativas, activa la via alterna del sistema de complemento ademas de un

amplio abanico de respuestas celulares mediadas por células endoteliales,

25




ENRIQUE BEZAILEEIL IINARES ESPINOZA

neutrofilos y macrofagos cuando se unen a los RRP [Fainboim 1994, Abbas 2015].
Debido a que no actian directamente en las células se deben unir a ciertas
proteinas y crear el complejo CD14/TLR4 activando macrofagos y citoquinas [Tizard
2009]

2.6.4.3 NOD

NLR del inglés Like Receptors, también llamados de tipo NOD (dominio de
oligomerizacion de nucleotidos) son receptores citoplasmaticos y se encuentran en
el interior de la célula y reconocen PAMP, particulas virales, entre otros. [Pavén
2016]

2.6.5 Células centinela

Una vez que el sistema inmune detecta la presencia de un patégeno, las
células centinela encargadas en la inmunidad innata de responder rapidamente ante
la presencia de patdégenos. Los macréfagos, mastocitos y células dendriticas (DC)
pueden actuar como células centinela, ya que son los primeros en atacar al
microorganismo invasor. Se encuentran en mayor numero justo debajo de la
superficie corporal en localizaciones como la dermis y las mucosas, donde es mas

probable encontrar microorganismos invasores. [Tizard 2009]

2.6.6 Moléculas vasoactivas

Los mastocitos son los encargados de liberar a las moléculas vasoactivas
(figura 14) como las triptasa, quimasas, histamina y citocinas detalladas a
continuacion, siendo como resultado un aumento en el flujo sanguineo vy, por lo
tanto, ocurre una inflamacién en determinado sitio. Entre las principales moléculas
vasoactivas estan las triptasas y quimasas que son proteasas causantes de la
vasodilatacion y filtracion del fluido desde los vasos sanguineos propiciando que las
paredes de los vasos sanguineos comienzan a ser adherentes para los neutréfilos
[Tizard 2009].

La histamina es una amina natural producida por decarboxilacion de la
histidina, induce la clasica respuesta vascular de la inflamacion aguda,

incrementando el flujo sanguineo, la permeabilidad vascular y produciendo edema,
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dolor y picazén. [Margni 1996] La histamina que se une a receptores H1 estimula a
las células endoteliales para que produzcan Oxido nitrico, un vasodilatador muy
potente. Al mismo tiempo, la histamina causa filtracion vascular, ocasionando la
acumulacion de fluidos y el edema local. Por ultimo, también se liberan mediadores
como citocinas, activadas por el factor nuclear kappa-B (NF-kB) [Tizard 2009]. Las
citocinas son un grupo de proteinas de estructuras diversas que regulan y coordinan
los procesos de la inmunidad innata y adaptativa [Abbas 2015]. Se pueden clasificar
en citocinas proinflamatorias, citocinas antiinflamatorias, factores de crecimiento y
guimiocinas. [Fainboim 1994]. Las quimiocinas son esenciales para el reclutamiento
de leucocitos sanguineos circulantes en las zonas extravasculares, por lo tanto,
aumenta la adhesion de los leucocitos al endotelio y la migracion de los leucocitos
al lugar de la infeccion o dafio tisular. [Abbas 2015] y las citocinas como el factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a) que activa el endotelio vascular y favorece la

liberacion de 6xido nitrico promoviendo la vasodilatacion.

Moléculas
vasoactivas

Citoquinas y

quimioguinas Lipidos vasoactivos

Histamina Triptasa Quimasa

— Receptores H1 L Acido araquiddnico

— Oxido Nitrico (ON)

— Vasodilatacién

Figura 14. Moléculas vasoactivas liberadas en el proceso inflamatorio.
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2.6.6.1 El 4cido araquidonico

El &cido araquidonico es liberado de su depdsito en los fosfolipidos de la
membrana, es especifico de las células en cuestién y depende de la presencia de
las enzimas que transforman al &cido araquidonico, tales como las ciclooxigenasas
1y 2 (COX-1y COX-2) y las lipoxigenasas (LOX) y luego de la presencia de
sintetasas especificas que convierten a los productos del acido araquidénico en
eicosanoides bioldgicamente activos (figura 15). El acido araquidonico es
convertido a prostaglandinas por la accion inicial de la ciclooxigenasa, mientras que
los leucotrienos (B4, C4, D4 y E4) son convertidos por lipooxigenasas, siendo el B4
un potente agente quimiotactico para neutrofilos y probablemente uno de los mas
importantes mediadores liberados por los mastocitos durante la infeccidon
bacteriana. [Fainboim 1994] y las lipoxinas son formadas por la accion inicial de las
lipoxigenasas.

Cuando los neutrdfilos llegan a los lugares de la inflamacion, utilizan la
enzima 15-lipooxigenasa para producir lipoxinas a partir de acido araquidénico.
Entonces se produce un cambio gradual de la produccion de leucotrienos
proinflamatorios a lipoxinas antiinflamatorias [Tizard 2009]

A partir de los fosfolipidos de membrana, las ciclooxigenasas (COX1 vy
COX2), producen prostanoides: los tromboxanos y las prostaciclinas. Entre las
prostaglandinas (PGE2 y PGF2) la prostaglandina PGE2 es mas relevante al
proceso inflamatorio, pues tiene potentes acciones como vasodilatadora, inductora
de dolor y de fiebre. [Pavon 2016]. Los tromboxanos: (TxA2 y TGA2) son,
compuestos no prostaglandinicos con un atomo de oxigeno insertado en el anillo,
el tromboxano (TxA2) que produce agregacion de plaguetas y vasoconstriccion es
inestable, tiene una vida media inferior al minuto y se transforma en TXB2 mas
estable, pero menos activo [Margni 1996]. Las prostaciclinas PGI2 producen
vasodilatacion [Pavon 2016].
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Figura 15. Moléculas vasoactivas derivadas del acido araquidénico.
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2.6.6.2 Oxido Nitrico

El 6xido nitrico (ON) desempefia un papel importante en los procesos
infecciosos; es sintetizado a partir de la L-arginina por la Oxido Nitrico Sintetasa y
se asocia a la inflamacion. El 6xido nitrico (figura 16), es un radical libre gaseoso
inestable, potencialmente téxico, que puede difundir libremente a través de las
membranas celulares, con efecto vasodilatador, tiene una vida media de 3 a 5 s.
Tiene una masa molecular de 30.006 g/mol y densidad de 1.3402 g/L. Su punto de
ebullicion de -152 °C y su punto de fusion es de -164 °C. Activa a las formas
constitutiva e inducible de las ciclooxigenasas. El efecto fisiolégico mas importante
del ON es el de comportarse como un potente vasodilatador. Esta propiedad, y su
capacidad de induccion de la COX-2 hacen que el ON sea un importante mediador

del proceso inflamatorio. [Margni 1996]
® o0
o0 ( X ]
Figura 16. Estructura quimica del 6xido nitrico.

Los neutroéfilos y los macréfagos fagocitan microbios y los matan mediante la
produccion de ROS, 6xido nitrico y enzimas en las fagolisosomas. Los macrofagos
producen, ademds, citocinas que estimulan la inflamacion y promueven la
reestructuracion tisular en los lugares de infeccién. Los fagocitos reconocen y
responden a productos microbianos mediante diferentes tipos de receptores, como

los TLR, las lectinas del tipo C, y los receptores basurero. [Pavén 2016]
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3. Justificacion

La inflamacion es una respuesta del sistema inmunologico ante la presencia de
patdogenos. También esta relacionada con diversas enfermedades respiratorias y
cancer. Estudiar compuestos especificos de productos naturales con potencial
antiinflamatorio, nos permitira evaluar la posible accion molecular de estos
compuestos quimicos, y ademas de proponer alternativas a los compuestos o
medicamentos ya existentes (AINEs y AIES)

Dentro de las especies vegetales relacionadas con el estudio de la inflamacion
se encuentran Bursera copallifera y Bursera bipinnta, las cuales son los
copales mas abundantes en México y se han wusado desde tiempos
ancestrales para rituales, asi como en la medicina tradicional mexicana, usadas
como agentes tépicos antiinflamatorios [Columba 2016].

Algunos estudios quimicos han confirmado la presencia de triterpenos de
tipo lupeol, ursano y oleanano con importante actividad antiinflamatoria. Sin
embargo, los estudios de los aceites esenciales (compuestos volétiles) de estas
especies son limitados.

Por lo tanto, en este proyecto de investigacion se llevara a cabo el andlisis de la
composiciébn  quimica de los aceites esenciales de resinas
de Bursera copallifera y Bursera bipinnata autentificadas taxonémicamente, con la
finalidad de conocer el efecto farmacol6gico antiinflamatorio in vitro de los aceites
esenciales, que podria ser potencialmente relevante para el desarrollo de agentes

para el tratamiento de enfermedades inflamatorias.
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4. Objetivos

4.1 General

Comparar la composicién quimica y actividad antiinflamatoria in vitro de los

aceites esenciales de las resinas de Bursera copallifera y Bursera bipinnata.

4.2 Especificos

1. Obtener los aceites esenciales de las resinas de B. copallifera y B. bipinnata
por medio de un extractor de fluido supercritico con COz2.

2. ldentificar los componentes quimicos de los aceites esenciales mediante
cromatografia de gases acoplado a masas (GC-EM).

3. Comparar la composicién quimica de ambas especies de copal.

4. Determinar el efecto de los aceites esenciales de B. copallifera y B. bipinnata
sobre la viabilidad celular e inflamacién a través de la evaluacion de la

secrecion de oxido nitrico (ON) en macréfagos RAW 264.7
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5. Metodologia
5.1 Material vegetal

Las resinas de Bursera copallifera (DC) Bullock. y Bursera bipinnata (DC)
Engl. De la familia Burseraceae, fueron recolectadas por el M. en BIBC Fidel
Ocampo en la Reserva de la Biosfera de Sierra de Huautla (REBIOSH), con
coordenadas 18°34°29” N, 98°55°46” W, en el municipio de Tepalcingo, Morelos.

La muestra botanica del arbol se deposité en el herbario HUMO de la
Universidad Autonoma del Estado de Morelos, nimero de Voucher 31840 (Bursera
bipinnata) y 34838 (Bursera copallifera) perteneciente al Centro de Investigacion en
Biodiversidad y Conservacion (CIByC).

Las resinas se dejaron secar a temperatura ambiente y fueron trabajas de

manera cruda sin tratamiento previo.

5.2 Extraccién supercritica con COz2

Para la extraccion supercitica-CO2 de los aceites esenciales de las resinas,
se utiliz6 un equipo melloeX de Alegre science. El cual esta integrado por un
recirculador de agua, camara de vidrio (extractor), correa de calentado como se
muestra en la figura 17. Las especificaciones del extractor se muestran en la Tabla
7. Para esto se pesaron 20 g de las resinas de Bursera copallifera (RBc) y Bursera
bipinnata (RBb) colecta 2015 y 10 g para la colecta 2019, los experimentos fueron
llevados a cabo por duplicado. El producto de cada extraccién se almacend a -20°C

hasta su analisis por CG-EM.
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~ en plantas
Edractor Chiller

Figura 17. Sistema de extraccion con fluido supercritico CO..

Tabla 7. Especificaciones generales de extractor con CO».

Presion <900 psi, 62 bar
Liberacién de presién 1,000 psi

Eléctrica 90-240 V, 50-60 Hz, 1000 W
Reciente a presién 28 x 8 x 81in, 38 Ibs.
Enfriador 10-15°C

El protocolo es el siguiente de acuerdo con el manual del equipo (copyright

© Alegre Science, 2018) se especifica en anexo A.

5.3 Andlisis por CG-EM

5.3.1 Preparacién de muestras para Cromatografia de Gases

Una vez extraidos los aceites esenciales, se pesaron 2 mg de cada producto
de extraccion y se disolvieron en 0.5 mL de hexano grado HPLC, para ser llevado
al area analitica. El tratamiento de las resinas y residuos de resinas una vez

extraidas fueron llevados a cabo de la misma manera.
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5.3.2 Especificaciones de Cromatografia de Gases

El andlisis de la composicion quimica de los aceites esenciales se llevd a
cabo mediante un Cromatdgrafo de Gases Agilent Technology 6890 acoplado a un
detector de masas 5973N con las condiciones descritas en la Tabla 8. Los espectros

de masas fueron comparados con la Biblioteca NIST version 1.72

Tabla 8. Descripcion del cromatografo de gases.

Técnica de lonizacién Impacto electrénico
Columna HP 5MS 30m x 0.250mm X
0.25pum
Gas acarreador Helio 1ml/min, flujo constante
Horno 40°C durante 1 min
10 °C/min hasta 250 °C durante
5 min
10°C/min hasta 285 °C durante
10 min.
Inyector 250°C, Splitless
Detector MSD
Fuente i6nica 250°C
Biblioteca NIST version 1.72

5.4 Actividad antiinflamatoria in vitro

La evaluacion del potencial antiinflamatorio de los aceites esenciales y las
resinas colectadas se realizé en un ensayo in vitro. Para dicho estudio, se usaron
macrofagos RAW 264.7 estimulados con LPS, donde, se determin6 el efecto
inhibitorio de las muestras sobre la produccién de ON, el trabajo experimental se

realizo de acuerdo con la metodologia reportada por Yang et al., 2012, para lo cual

35




ENRIQUE BEZAILEEIL IINARES ESPINOZA

se conto6 con la colaboracion del Dr. Antonio Romero Estrada de la Universidad de
Guadalajara. (Romero, 2016).

5.4.1 Cultivo celular

La linea celular de macréfagos murinos RAW 264.7 (Tib-71™ de ATCC) se
cultivdo en medio DMEM/F12 suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB,
inactivado por calentamiento), sin antibidtico. Las células se mantuvieron en
atmosfera humeda que contenia 5% de CO:2 a una temperatura de 37 ° C y se

subcultivaron en frascos de cultivo de 25 cm?Z.

5.4.2 Ensayo MTS para determinar la viabilidad celular

Las células RAW 264.7 se sembraron en una placa de 96 pozos (10,000
células/pozo) con 0.1 mL de medio de cultivo y se incubaron durante 24 h. A
continuacion, las células fueron tratadas con las resinas y aceites esenciales a
varias concentraciones (5 - 40 ug/mL) o vehiculo (DMSO, 0.21%, v/v) o etopdsido
(40 pg/mL) que sirvié como control positivo, y se incubo6 durante 22 h. Trascurridas
las 22 h, la viabilidad celular se determind mediante el ensayo de MTS. Brevemente,
se afiadieron 20 pL de solucion de MTS (Promega) a cada pocillo y se incub6
durante otras 2 h. La densidad éptica se midié a 490 nm en un lector de placas de
ELISA.

5.4.3 Tratamiento de los macréfagos con LPS

Las células RAW 264.7 se sembraron en una placa de 96 pozos (20,000
células/pozo) con 0.2 mL de medio de cultivo y se incubaron durante 24 h.
Posteriormente, las células fueron tratadas con las resinas y aceites esenciales a
concentraciones que no afectan la viabilidad celular o vehiculo (DMSO, 0.21%, v /
V) o indometacina (30 pg/mL) que sirvi6 como control positivo, y se incub6 durante
una hora. A continuacion, se aplicé el estimulo proinflamatorio LPS a 4 pg/mL a los
pozos que fueron tratados con las resinas y aceites esenciales, vehiculo e
indometacina, dejando pozos con células que solamente fueron tratadas con LPS
(control de 100% estimulo) y pozos con células sin ningun tratamiento (control

negativo), y se incubo a 37 ° C durante 20 h. Finalmente, se colectaron los
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sobrenadantes libres de células y se usaron en fresco para la cuantificacion de oxido
nitrico (ON).

5.4.4 Determinacion de la concentracion de ON

El nitrito, producto final estable del 6xido nitrico (ON) se utiliz6 como indicador
de la produccién de ON en los sobrenadantes celulares y se midié de acuerdo con
la reaccion de Griess. Brevemente, en una placa nueva de 96 pozos se mezclaron
50 pL de cada sobrenadante con 100 pL de reactivo Griess [50 pL de sulfanilamida
al 1% y 50 pL de N-(1-Naftil) etilendiamina diclorhidrato al 0.1% en solucion de acido
fosforico al 2.5%] y se incubd durante 10 minutos a temperatura ambiente. La
densidad optica se midid a 540 nm (DOsa0) 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 estadndar de NaNO: preparada en medio de cultivo fresco.
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5. Resultados y discusion
De manera general, se trabajaron dos resinas, Bursera copallifera (colecta
2015) y Bursera bipinnata (colecta 2015 y 2019). En el siguiente diagrama se
muestran los rendimientos obtenidos de la extraccién de aceites por fluidos

supercriticos (figura 18)

Bursera Bursera
copallifera bipinnata
[ I ] [ I I ]
20 g, 5h 20 g, 5h 20 g, 5h 20 g, 5h 10 g, 3h

Extraccion 1 L Extraccion 2 L Extraccion 1 Extraccion 2 Extraccion 1

colecta 2015 colecta 2015 colecta 2015 colecta 2015 colecta 2019
LRendimiento LRendimiento LRendimiento
50% 4.837 % 4.924%

Figura 18. Descripcion general de rendimientos de los aceites esenciales.

61 Analisis quimico de los aceites esenciales de Bursera copallifera
2015.

Todos los compuestos se identificaron en el cromatografo de gases acoplado
a espectrometria de masas y fueron procesados mediante la comparacion con la
biblioteca NIST con un score = 80%. Los detalles metodoldgicos se muestran en la
seccion 5.3.

En esta seccién se describe la composicién quimica de la resina de Bursera
copallifera (RBc) colectada en el afio 2015, los compuestos detectados en el
cromatograma de CG del aceite extraido de la resina (AeRBc2015) muestra a los
compuestos poco polares en un tiempo de retencién entre 0-20 minutos y los
compuestos de tipo triterpénico se muestran en tiempos de retencion mas altos
entre 35-40 minutos (figura 19, C).
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Por otro lado, el analisis de EM de AeRBc2015 identific6 14 compuestos
poco polares, siendo dos monoterpenos mayoritarios, los cuales fueron el a-
felandreno (132) (17.501 min, [136]*) (29.511 %), m-cimeno (133) (7.313 min,
[134]%) (28.771 %) y epoxido de a-felandreno (134) (10.099 min, [152]*) (7.237 %).
Ademas, se observé la presencia de cuatro compuestos de tipo triterpénico como el
lupeol (10) (37.417 min, [426]*) (32.577 %), a-amirina (12) (37.805 min, [426]")
(10.586 %), B-amirina (13) (36.294 min, [426]*) (9.995 %) y acetato de Lupeol (135)
(37.897 min, [468]") (3.498%) descritos en la Tabla 9.

Tabla 9. Compuestos identificados en aceite de Bursera copallifera

(AeRBc) primera colecta.

Compuesto % éarea relativa del Tr [M*]
pico*
B-felandreno (61) 3.587 6.44 136
m-cimeno (133) 28.771 7.313 134
Limoneno (60) 1.506 7.392 136
Epdxido de a- 7.237 10.099 152
felandreno (134)
Cumaldehido (136) 5.584 10.611 148
Timoquinona (137) 3.878 10.736 164
Bencenometanol,4- 0.295 11.366 150
(1-metiletil) (138)
Carvacrol (96) 3.748 11.557 150
2-ciclohexen-1- 3.808 13.35 168

ona,4-hidroxi-3-
metil-6-(1-metiletil)-
trans (139)

Calameneno (140) 0.348 14.362 202
fenol,4-metoxi- 4.606 14.861 166
2,3,6-trimetil (141)
Oxido de cariofileno 0.155 15.156 220
(142)
a-felandreno (132) 29.511 17.501 136
R-Kaur-16-eno 0.159 20.037 272
(143)
B-amirina (13) 9.995 36.294 426
Lupeol (10) 32.577 37.417 426
a-amirina (12) 10.586 37.805 426
Acetato de lupeol 3.498 37.897 468
(135)

*Abundancia relativa con respecto al aceite
**Score = 80%, identificados de acuerdo con su espectro de masas de la biblioteca NIST
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Con fin de comprobar la extraccion eficaz de los compuestos mas volatiles
(aceites esenciales), se decidi6 comparar la composicién quimica entre el aceite
extraido, la resina sin extraccion y el residuo de la extraccion (figura 19 A-C
respectivamente). En los cromatogramas, el aceite extraido AeRBc (figura 19A)
con respecto a la resina (figura 19B) y el residuo de la resina (figura 19C), se
observaron claramente el incremento de la abundancia de los compuestos volatiles
(Tr entre 0-20min). Por otra parte, los compuestos polares (triterpenos, Tr entre 35-
40 min) mostraron en mayor proporcion en la resina y el residuo de la resina (figura

19 B y C). Con esto se comprob6 una buena extraccion de los aceites esenciales.
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Figura 19. Cromatograma de CG de A: Aceite; B: Resina; C: Residuo de resina de

Bursera copallifera (RBc) colecta 2015.

En la Tabla 10 se hace una comparacion mas detallada de los compuestos
detectados en los tres analisis: aceite, resina y residuo de resina (A, B, C), se
identificaron 14 compuestos volatiles en el aceite extraido (AeRBc), de los cuales
disminuyeron su abundancia del 28-49% en la resina (B) y el residuo de la resina
(C). Los compuestos mas abundantes fueron el a-felandreno (132) (17.5501 min,
[136]*) quien se encontro presente en el aceite (AeRBc) y aumento 19 veces mas

con respecto a la resina (B). El m-cimeno (133) (7.313 min, [134]*) solo fue
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identificado en el aceite de la extraccion con un alto porcentaje de abundancia y por
ultimo el compuesto epoxido de a-felandreno (134) (10.099 min, [152]*) aumento
hasta 49 veces mas su porcentaje con respecto al valor de la resina sin extraer. Por
otra parte, los compuestos triterpénicos como la -amirina (13) (36.294 min, [426]*)
y la a-amirina (12) (37.805 min, [426]") disminuyeron su abundancia en un 66% y
29% respectivamente en el aceite con respecto al valor de la abundancia en la
resina intacta, el lupeol (10) (37.417 min, [426]*) mostr6 un gran porcentaje de
abundancia en los tres andlisis pues su disminucion en el aceite y el residuo de la

resina fue apenas aproximadamente del 22% con respecto a la resinaintacta.
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Tabla 10. Comparacion de compuestos detectados en aceite, resina y residuo de

resina de Bursera copallifera primera colecta.

Compuesto % éarea % éarea % éarea
relativa* relativa* relativa*
aceite resina residuo
Sabineno (40) NI 0.108 0.063
a-felandreno (132) 29.511 1.556 1.114
B-felandreno (61) 3.587 NI NI
m-cimeno (133) 28.771 NI NI
p-cimeno (58) NI 3.502 1.045
Limoneno (60) 1.506 NI NI
Silvestreno (144) NI NI 0.152
Cumaldehido (136) 5.584 NI NI
Timoquinona (137) 3.878 NI NI
Carvanona (145) NI NI 0.148
Epoxido de a-felandreno (134) 7.237 NI 0.148
Bencenometanol,4-(1-metiletil) 0.295 NI NI
(138)
Carvacrol (96) 3.748 NI NI
trans-2-ciclohexen-1-ona,4-hidroxi- 3.808 NI NI
3-metil-6-(1-metiletil) (146)
Calameneno (140) 0.348 NI NI
fenol,4-metoxi-2,3,6-trimetil (141) 4.606 NI NI
Oxido de cariofileno (142) 0.155 NI NI
R-Kaur-16-eno (143) 0.159 NI NI
B-pineno (42) NI 0.65 13.226
B-amirina (13) 9.995 15.131 50.686
Lupeol (10) 32.577 42.765 32.986
a-amirina (12) 10.586 35.684 0.063
Acetato de Lupeol (135) 3.498 NI NI

*Abundancia relativa con respecto al aceite
**Score = 80%, identificados de acuerdo con su espectro de masas de la biblioteca NIST

***N|: No identificado

62 Analisis quimico delos aceites esenciales de Bursera bipinnata 2015

A continuacion, se analizé la composicion quimica de la resina Bursera
bipinnata (RBb) colectada en el afio 2015. Los compuestos identificados en el
cromatograma de CG del aceite extraido de la resina (AeRBb2015) mostraron al
igual que RBc (Ver figura 19) a los compuestos poco polares en un tiempo de

retencion entre 0-20 minutos y, por otra parte, también se detectaron compuestos
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de esqueleto terpenoide en tiempos de retencion mas altos entre los 35-40 minutos
(figura 20, D).

El andlisis de EM para AeRBb2015 identificé la presencia de 16 compuestos
poco polares, siendo los compuestos de tipo monoterpeno mayoritarios el limoneno
(60) (7.366 min, [136]*) (15.54%), carvona (98) (10.683 min, [150]*) (11.69%) y 6xido
de cariofileno (142) (15.163 min, [220]*) (9.24%). Ademas, de la presencia de cuatro
triterpenos como la B-amirina (13) (36.255 min, [426]") (6.11%), Lupeol (10) (37.352
min, [426]") (23%), a-amirina (12) (37.766 min, [426]") (2.41%) y el acetato de lupeol
(135) (37.95 min, [468]") (8.35%) descritos en la tabla 11.
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Tabla 11. Compuestos detectados en aceite de Bursera bipinnata (AeRBb)

primera colecta.

Compuesto % é&rea relativa Tr [M*]
del pico*
p-cimeno (58) 0.25 7.261 134
Limoneno (60) 15.54 7.366 136
trans-p-menta-2,8- 0.73 8.791 152
dienol (147)
cis-2,8-p- 1.17 9.015 152
Mentadien-1-ol
(148)
Melilotal (149) 0.44 9.777 134
Trans-p-Menta-1 0.41 9.829 152
(7), 8-dien-2-ol
(150)
trans-carveol (151) 6.66 10.335 152
cis-carveol (152) 0.83 10.499 152
Carvona (98) 11.69 10.683 150
Oxido de carvona 0.82 11.13 166
(153)
Limoneno glicol 3.83 12.063 170
(154)
Oxido de limoneno 3.02 12.903 152
(155)
2-isopropildeno-5- 1.42 13.396 152
metilhex-4-enal
(156)
1-hidroxi-1,7-metil- 2.91 14.296 222
4-isopropil-2,7-
ciclodecadieno
(157)
Calameneno (140) 1.19 14.355 202
Oxido de cariofileno 9.24 15.163 220
(142)
B-amirina (13) 6.11 36.255 426
Lupeol (10) 23.00 37.352 426
a-amirina (12) 2.41 37.766 426
Acetato de lupeol 8.35 37.95 468
(135)

*Abundancia relativa con respecto al aceite
**Score = 80%, identificados de acuerdo con su espectro de masas de la biblioteca NIST

Se compararon los analisis de la composicién quimica entre el aceite extraido
(AeRBb), la resina sin extraccion (E) y el residuo de la extraccion (F) (figura 20 D-
F) respectivamente. En los cromatogramas se observé el incremento de la

abundancia de los compuestos volatiles (Tr entre 0-20min) en el aceite extraido
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AeRBbD (figura 20 D) con respecto a la resina (figura 20 E) y el residuo de la resina
(figura 20 F). Por otra parte, los compuestos polares (triterpenos, Tr entre 35-40
min) se mostraron en mayor proporcion en la resina y el residuo de la resina (figura
20 E y F). En general, se podria concluir que ha sido una buena extraccion de
aceites esenciales, pues aumentaron en un 80% sus abundancias con respecto a

la resina (E) y residuo de resina (F).
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Bursera bipinnata (RBb) primera colecta.
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En la tabla 12 se hace una comparacion mas detallada de los compuestos
detectados en los tres analisis: aceite, resina y residuo de resina (D, E, F), en donde
se identificaron 16 compuestos volatiles en el aceite extraido (AeRBb), de los cuales
disminuyeron su abundancia del 7-30% en la resina (B) y el residuo de la resina (C).
Los compuestos mas abundantes fueron el limoneno (60) y la carvona (98) quienes
se encontraron presentes en el aceite (AeRBc) y aumentaron en un 80% y 93% con
respecto al residuo de la resina (F) respectivamente. Por ultimo, el compuesto éxido
de cariofileno disminuy6 hasta en un 85% en la resina y residuo de la resina con
respecto al aceite extraido. Por otra parte, los compuestos triterpénicos, como la 3-
amirina (13) aumentd en un 47% en el residuo de la resina con respecto al valor en
el aceite. La a-amirina (12) mostré un porcentaje de abundancia alto (37.289%) en
la resina sin extraer. Por ultimo, el lupeol (10) aumento tres veces mas su porcentaje

de abundancia en el residuo de la resina con respecto al aceite extraido.
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Tabla 12. Comparacion de compuestos detectados en aceite, resina y residuo de

resina de Bursera bipinnata 2015.

Compuesto % éarea % éarea % éarea
relativa* relativa* relativa*
aceite resina residuo
p-cimeno (58) 0.25 NI NI
Limoneno (60) 15.54 4.561 3.117
trans-p-menta-2,8-dienol (147) 0.73 NI NI
cis-2,8-p-Mentadien-1-ol (148) 1.17 NI NI
Melilotal (149) 0.44 NI NI
Trans- p-Mentha-1 (7), 8-dien-2- 0.41 NI NI
ol (150)
trans-carveol (151) 6.66 0.692 0.694
cis-carveol (152) 0.83 NI NI
Carvona (98) 11.69 1.366 0.81
Oxido de carvona (153) 0.82 NI NI
Limoneno glicol (154) 3.83 0.956 1.157
Oxido de limoneno (155) 3.02 0.39 NI
2-isopropildeno-5-metilhex-4- 1.42 0.204 0.191
enal (156)
1-hidroxi-1,7-metil-4-isopropil- 291 0.413 0.566
2,7-ciclodecadieno (157)
Calameneno (140) 1.19 0.119 0.114
Oxido de cariofileno (142) 9.24 1.308 1.383
B-amirina (13) 6.11 10.051 12.979
Lupeol (10) 23.00 42.65 72.624
a-amirina (12) 2.41 37.289 5.012
Acetato de Lupeol (135) 8.35 NI 0.91

*Abundancia relativa con respecto al aceite

**Score = 80%, identificados de acuerdo con su espectro de masas de la biblioteca NIST
***NI: No identificado

63 Anélisis quimico de los aceites esenciales de Bursera bipinnata 2019

En esta seccién se lleva a cabo el andlisis quimico de laresina
de Bursera bipinnata (RBb) colectada en el afio 2019. Se analizé de igual forma
que los anteriores, el aceite extraidode ambas colectas mediante
CO2 (AeRBb2019) y (AeRBb) por cromatografia de gases y espectrometria de
masas.

El analisis de EM para AeRBb2019 identificé la presencia de 23 compuestos
poco polares, siendo los compuestos de tipo monoterpeno mayoritarios el a-

felandreno (132) (7.11 min, [136]*) (24.4%), B-felandreno (61) (7.465 min,
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[136]*) (8.275%) y cubenol (158) (17.607 min, [222]*) (8.047%). Ademas, de la
presencia de cuatro triterpenos como la (-amirina  (13) (36.958 min,
[426]") (6.281%), Lupeol (10) (38.094 min, [426]") (18.773%), a-amirina (12)
(38.534 min, [426]") (5.079%) y el acetato de lupeol (135) (38.639 min, [468]")
(4.35%) descritos en la Tabla 13.

50




ENRIQUE BEZAILEEIL IINARES ESPINOZA

Tabla 13. Compuestos identificados en aceite de Bursera bipinnata 2019 (AeRBb2019).

Compuesto % area relativa Tr [M*]
del pico*
B-cirmeno (159) 0.559 6.788 136
a-felandreno (132) 24.4 7.11 136
2-careno (160) 0.18 7.228 136
p-cimeno (58) 6.716 7.392 134
B-felandreno (61) 8.275 7.465 136
Terpinoleno (62) 0.381 8.351 136
Carvanona (145) 0.138 9.626 152
Tujona (162) 0.553 9.842 152
4,5-epoxi-carano (69) 0.289 9.915 152
C10H160 (99) 1.039 10.204 152
Carvona (98) 0.479 10.756 150
3-ciclohexen-1-ona-2-
isopropil-5-metil (107) 0.335 10.913 152
Copaeno (19) 0.541 12.575 204
Cariofileno (36) 6.314 13.212 204
a-cubebeno (30) 1.538 13.573 204
B-cubebeno (32) 0.316 13.705 222
Epi-
biciclosesquifelandreno
(23) 1.033 14.132 204
a-farneseno (68) 0.849 14.184 204
1-hidroxi-1,7-dimetil-4-
isopropil-2,7-
ciclodecadieno (157) 1.334 14.441 222
Calameneno (140) 0.627 14.493 202
Naftaleno,
1,2,3,4,6,8a-hexahidro-
1-isopropil-4,7-
dimetil- (77) 0.457 14.605 204
Oxido de cariofileno
(142) 0.437 15.451 220
Cubenol (158) 8.047 17.607 222
B-amirina (13) 6.281 36.958 426
Lupeol (10) 18.773 38.094 426
a-amirina (12) 5.079 38.534 426
Acetato de lupeol (135) 4.35 38.639 468

*Abundancia relativa con respecto al aceite
**Score 2 80%, identificados de acuerdo con su espectro de masas de la biblioteca NIST
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64 Comparacion quimica delos aceites esenciales de Bursera
bipinnata colecta 2015 y 2019.

En la figura 21 se muestran los cromatogramas de CG comparativos de los
resultados de los aceites obtenidos de las resinas de B. bipnnata 2015 y 2019
(AeRBB2015 y AeRBB2019); en general se observaron compuestos poco polares
en un tiempo de retencion entre 0-20 minutos y compuestos de esqueleto terpenoide
entre los 35-40 minutos (figura 22).
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Figura 21. Comparacién cromatografica de aceites de RBb (colectas 2015 y 2019
respectivamente)
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La comparacion quimica entre AeRBb-2015 y AeRBb2019 (Tabla
14) mostro la presencia de cinco compuestos poco polares en ambas colectas.
El compuesto aromético p-cimeno (58) aumentd su abundancia en la colecta 2019,
de 0.25 % a 6.716%. Por otro lado, los cuatro compuestos restantes: carvona (98),
1-hidroxi-1,7-dimetil-4-isopropil-2,7-ciclodecadieno (157), calameneno (140) vy
oxido de cariofileno (142) disminuyeron su abundancia en la colecta 2019 con
respecto a la colecta 2015, por ejemplo, carvona (98) disminuy6 de un 11.69 % a
0.479% respectivamente, el 6xido de cariofileno (142) disminuy6 de un 9.24% a
0.437%.

Cabe mencionar que hay compuestos mayoritarios en la colecta 2015 que no
se detectaron en la colecta 2019, siendo los compuestos mayoritarios el limoneno
(60), cis-2,8-p-Mentadien-1-ol (148), limoneno glicol (154), 6xido de limoneno
(155), trans-carveol (151), 2-isopropildeno-5-metilhex-4-enal (156). Mientras que los
compuestos mayoritarios detectados en la colecta 2019 y no en la colecta 2015
fueron el B-cirmeno (159), a-felandreno (132) (7.11 min, [136]"), B-felandreno
(61), C10H160 (99), cariofileno (36), a-cubebeno (30), Epi-biciclosesquifelandreno
(23) y cubenol (158) por mencionar algunos.

Con respecto con los compuestos de tipo triterpénico se mantuvieron de
manera general su abundancia, incrementando Unicamente el lupeol (10) 5% de

mayor abundancia en la muestra del 2015.
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Tabla 14. Comparacion quimica de aceites de primera y segunda colecta de la
resina Bursera bipinnata.

% &area relativa *Aceite

% &rea relativa *Aceite

Compuesto 2015 2019
B-cirmeno (159) NI 0.559
a-felandreno (132) NI 24.4
2-careno (160) NI 0.18
p-cimeno (58) 0.25 6.716
Limoneno (60) 15.54 NI
trans-p-menta-2,8-dienol (147) 0.73 NI
cis-2,8-p-Mentadien-1-ol (148) 1.17 NI
Melilotal (149) 0.44 NI
trans- p-Mentha-1 (7), 8-dien-2-ol (150) 0.41 NI
trans-carveol (151) 6.66 NI
cis-carveol (152) 0.83 NI
B-felandreno (61) NI 8.275
Terpinoleno (62) NI 0.381
Carvanona (145) NI 0.138
Tujona (162) NI 0.553
4,5-epoxi-carano (69) NI 0.289
C1oH10 (99) NI 1.039
Carvona (98) 11.69 0.479
Oxido de carvona (153) 0.82 NI
Limoneno glicol (154) 3.83 NI
Oxido de limoneno (155) 3.02 NI
2-isopropildeno-5-metilhex-4-enal (156) 1.42 NI
3-ciclohexen-1-ona-2-isopropil-5-metil (107) NI 0.335
Copaeno (19) NI 0.541
Cariofileno (36) NI 6.314
a-cubeneno (30) NI 1.538
B-cubebeno (32) NI 0.316
Epi-biciclosesquifelandreno (23) NI 1.033
a-farneseno (68) NI 0.849
1-hidroxi-1,7-dimetil-4-isopropil-2,7-
ciclodecadieno (157) 2.91 1.334
Calameneno (140) 1.19 0.627
1,4-Cadinadieno (22) NI 0.457
Oxido de cariofileno (142) 9.24 0.437
Cubenol (158) NI 8.047
B-amirina (13) 6.11 6.281
Lupeol (10) 23.00 18.773
a-amirina (12) 2.41 5.079
Acetato de lupeol (135) 8.35 4.35

*Abundancia relativa con respecto al aceite
**Score = 80%, identificados de acuerdo con su espectro de masas de la biblioteca NIST

***N|: No identificado
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65 Comparacion quimica de los aceites esenciales de Bursera

bipinnata y Bursera copallifera 2015

En esta seccion se llevo a cabo la comparacion quimica de los aceites
obtenidos de las resinas de Bursera copallifera (AeRBc) y Bursera bipinnata
(AeRBb) ambas colectas del afio 2015. De manera general, se detectaron 18
compuestos en B. copallifera y 20 en B. bipinnata. En la siguiente Tabla 15 se
describen la comparacion de la composicion quimica entre ambos aceites
esenciales, clasificados de acuerdo con su estructura quimica en monoterpenos
(hidrocarbonados, abiertos, oxigenados y aromaticos), sesquiterpenos, un diterpeno

y triterpenos.
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Tabla 15. Clasificacion de compuestos identificados en aceite de Bursera
bipinnata (AeRBb) y Bursera copallifera (AeRBc)

Tipo de compuesto

% en AeRBb

% en AeRBc

bipinnata copallifera
.~~~ Monoterpenos Hidrocarbonados |
trans-p-menta-2,8-dienol (147) 0.73 -
Limoneno (60) 15.54 1.506
B-felandreno (61) - 3.587
a-felandreno (132) - 29.511
Monoterpenos oxigenados
cis-2,8-p-Mentadien-1-ol (148) 1.17 -
trans- p-Mentha-1 (7), 8-dien-2-ol (150) 0.41 -
trans-carveol (151) 6.66 -
cis-carveol (152) 0.83 -
Limoneno glicol (154) 3.83 -
Carvona (98) 11.69 -
Oxido de carvona (153) 0.82 -
Oxido de limoneno (155) 3.02 -
2-ciclohexen-1-ona,4-hidroxi-3-metil-6-(1-metiletil)-
trans (139) - 3.808
Timoquinona (137) - 3.878
Epdxido de a-felandreno (134) - 7.237
2-isopropildeno-5-metilhex-4-enal (156) 1.42 -

Melilotal (149) 0.44 -
p-cimeno(58) 0.25 -
Bencenometanol,4-(1-metiletil) (138) - 0.295
Carvacrol (96) - 3.748
fenol,4-metoxi-2,3,6-trimetil (141) - 4.606
Cumaldehido (136) - 5.584
m-cimeno (133) - 28.771
Sesquiterpenos
1-hidroxi-1,7-metil-4-isopropil-2,7-ciclodecadieno (157) 1.19 -
Oxido de cariofileno (142) 9.24 0.155
Calameneno (140) 291 0.348
R-Kaur-16-eno (143) - 0.159
Triterpenos
Acetato de lupeol (135) 8.35 3.498
B-amirina (13) 6.11 9.995
a-amirina (12) 241 10.586
Lupeol (10) 23 32.577

*%% de abundancia relativa con respecto al aceite

**Score = 80%, identificados de acuerdo con su espectro de masas de la biblioteca NIST
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En el siguiente diagrama de Venn (figura 22) se muestra dos conjuntos de
elementos, en la izquierda los compuestos pertenecientes sblo a B. bipinnata
AeRBDb: (p-cimeno (58) (0.25 %), trans-p-menta-2,8-dienol (147) (0.73 %), cis-2,8-
p-mentadien-1 ol (148) (1.17 %), melilotal (149) (0.44 %), trans-p-mentha-1 (7),8-
dien-2-ol (150) (0.41 %), trans-carveol (151) (6.66 %), cis-carveol (152) (0.83 %),
carvona (98) (11.69 %), oxido de carvona (153) (0.82 %), limoneno glicol (154) (3.83
%), oxido de limoneno (155) (3.02 %), 2-isopropildeno-5-metilhex-4-enal (156) (1.42
%), 1-hidroxi-1,7-metil-4-isopropil-2,7-ciclodecadieno (157) (2.91 %).

En la derecha del diagrama, los compuesto Unicamente presentes en B.
copallifera AeRBc: B-felandreno (61) (3.58 %), m-cimeno (133) (28.77 %), epoxido
de a-felandreno (134) (7.23 %), cumaldehido (136) (5.58 %), timoquinona (137)
(3.87 %), bencenometanol,4-(1-metiletil) (138) (0.29 %), carvacrol (96) (3.74 %), 2-
ciclohexen-1-ona,4-hidroxi-3-metil-6-(1-metiletil)-trans (139) (3.80 %), fenol,4-
metoxi-2,3,6-trimetil (141) (4.60 %), a-felandreno (132) (29.51 %), R-kaur-16-eno
(143) (0.15 %).

Y finalmente, en la interseccion del diagrama, el conjunto de compuestos que
pertenecen simultaneamente a AeRBb y AeRBc: acetato de lupeol (135) (8.35, 3.49
%), B-amirina (13) (6.11, 9.90 %), a-amirina (12) (2.41, 10.58 %) y lupeol (10) (23,

32.57 %), respectivamente.
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AeRBDb
Bursera bipinnata

AeRBc
Bursera copallifera

Figura 22. Diagrama de comparacion quimica entre aceites esenciales de B. bipinnata y B copallifera 2015 (en medio los

compuestos presentes en ambos aceites esenciales).
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6.5.1 Monoterpenos y sesquiterpenos

De acuerdo con su biosintesis los monoterpenos son terpenoides unidos por

dos moléculas de mientras que los

isopreno (10 &tomos de carbono),
sesquiterpenos estan conformado por tres unidades de isopreno con un total de 15
atomos de carbono. Ambos son importantes constituyentes de muchos aceites
esenciales y se caracterizan por su alta volatilidad y el aroma caracteristico de
muchos de ellos. En esta seccidbn se describirda el conjunto de mono y

sesquiterpenos presentes en AeRBb y AeRBc.

6.5.1.1 Andalisis de acuerdo con su estructura

En la figura 22 y tabla 16 podemos observar un mayor contenido de
monoterpenos oxigenados en AeRBc, por otro lado, los monoterpenos con anillo
aromatico estan presentes en mayor cantidad en AeRBb.

Otra comparativa destacable es la mayor abundancia de los sesquiterpenos
en AeBb, diez veces mayor que en AeBc. Finalmente, el diterpeno Kaureno
(143) unicamente se identificé en AeBc con abundancia de 0.159 %.

Tabla 16. Comparacion quimica de monoterpenos, sesquiterpenos y diterpenos en

AeBb y AeBc.
AeRBb bipinnata AeRBc copallifera
Monoterpenos 60, 147 60, 61, 132
hidrocarbonados
Monoterpenos 98, 148, 150, 151, 134,137, 139
oxigenados 152, 153, 154, 155,
156
Monoterpenos 58, 149 96, 133, 136, 138,
aromaticos 141
Sesquiterpenos 157, 142, 140 140, 142
Diterpenos NI 143

*NI: No Identificado
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6.5.1.2 Analisis de acuerdo con su abundancia

Con base en su abundancia, el limoneno fue el compuesto mayoritario en
AeRBb (15.54 %), sus propiedades se detallan mas adelante, seguido del
sesquiterpeno Oxido de cariofileno (9.254 %), Chavan (2010) y colaboradores
determinaron actividad analgésica y antiinflamatoria significativa, cuyo porcentaje
de inhibiciébn es competitivo contra el estandar utilizado (aspirina) [Chavan, 2010]
también Soumyadeep (2014) y su equipo de investigacion reportaron al 6éxido de
cariofileno como un potente agente antiinflamatorio [Soumyadeep,2014].

Para AeRBc el m-cimeno (133), a-felandreno (132) y su epo6xido (134) los
compuestos mayoritarios con abundancias relativas de 28.771% y 29.511%
respectivamente. El a-felandreno (132) muestra dos ensayos biolégicos, en uno
Jen-Jyh Lin (2014) y colaboradores mediante citometria de flujo midieron los efectos
de este compuesto sobre la viabilidad celular total y los resultados indicaron que
induce la muerte celular [Lin 2014].

Por otra parte, Shu-Ling Hsieh (2014) y su grupo de investigacion, sugieren
que a-felandreno (132) induce necrosis de células J5 pero no apoptosis, y que la
necrosis inducida posiblemente involucroé el agotamiento de ATP ademas se noto el
aumento de especies reactivas de oxigeno entre ellas el 6xido nitrico [Hsieh 2014].
Estos resultados podrian ser una hipétesis del por qué disminuye el porcentaje de
inhibicion de 6xido nitrico en RBc con respecto a RBb (72.17+ 1.82<75.44+ 8.12 a
una concentracion de 40 mg/mL).

Finalmente, respecto a los compuestos de 10 y 15 carbonos, que comparten
ambos aceites, Unicamente son tres, un monoterpeno y dos sesquiterpenos;
limoneno (60), calameneno (140) y 6xido de cariofileno (142) respectivamente. En
la grafica 1, se puede apreciar que en AeRBb se detectan con mayor porcentaje

estos tres compuestos.
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Grafica 1. Monoterpenos y sesquiterpenos presentes en ambos aceites.

6.5.2 Triterpenos

Los triterpenos son terpenoides de 30 atomos de carbono presentes en
varios vegetales y alimentos. Se identificaron por CG tres tipos de esqueleto de
triterpeno, tipo lupano: lupeol (10) y acetato de lupeol (135), tipo oleanano: 3-amirina
(13) y tipo ursano: a-amirina (12). Cabe destacar que los cuatro triterpenos fueron
detectados en ambas muestras (AeRBb y AeRBc).

Asi mismo, se puede apreciar en la grafica 2 una mayor abundancia de estos
compuestos terpénicos en AeRBc, siendo lupeol (10) el mayoritario en ambos

aceites 23 y 32 %, respectivamente.
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Grafica 2. Triterpenos presentes en AeRBb y AeRBc.

Algunos de estos compuestos ya habian sido reportados por Lucero y
colaboradores en 2014, en resinas colectadas en el centro ceremonial del Templo
mayor en Cuidad de México, por medio de CG-EM encontraron en B. copallifera
lupeol (10) y lupenona (11) en bajas cantidades, mientras que en B. bipinnata
detectaron epi-lupeol (22) con la mayor abundancia, ademas de a-amirina (12) y su
epimero.

66 Actividad antiinflamatoria in vitro

6.6.1 Viabilidad Celular

Se determino el efecto sobre la viabilidad de los macréfagos RAW 264.7 de
los aceites esenciales y resinas de las
colectas: RBc2017, RBb2017 y RBb2019 corresponde a las resinas sin extraccion,
asi como AeRBc2017, AeRBb2017 y AeRBb2019 correspondiente a los aceites
extraidos de las resinas. Para ello, se probaron las muestras a diferentes
concentraciones [5, 10, 20, 30 y 40 ug/mL], los resultados indicaron que las resinas
y los aceites esenciales no disminuyen la viabilidad celular de forma significativa a
ninguna de las concentraciones probadas (figura 23), estos resultados permitieron
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establecer qué las concentraciones idoneas para evaluar el efecto de las muestras
sobre la produccion de éxido nitrico son las mismas que se usaron en el ensayo de
viabilidad celular (5-40 ug/mL) en la siguiente seccion.
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Figura 23. Efecto de las resinas y aceites esenciales sobre la viabilidad celular de
los macrofagos RAW 264.7. Los valores se expresan como la media =+ DE de tres
experimentos independientes (n=3). La diferencia significativa se determiné utilizando un
ANOVA seguido de la prueba de comparacion mdltiple de Dunnett. DMSO, ETOP
(etopébsido), resinas y aceites esenciales comparados con el grupo control (**** p < 0.0001).
Control = células sin tratamiento, definido como 100% viabilidad.

6.6.2 Evaluacion Oxido Nitrico

Un modelo de actividad antiinflamatoria in vitro, es el que mide los niveles de
secrecion de oxido nitrico (ON), como se comentd previamente este metabolito se
encuentra a mayor concentracion en una reaccion inflamatoria y se considera
proinflamatorio debido a su acciébn como vasodilatador y activador de las enzimas
COX.

Este ensayo se llevé a cabo en macrofagos RAW 264.7 estimulados con
LPS. Se evaluaron las mismas seis muestras que en el ensayo de viabilidad celular
(RBc2015, RBb2015 y RBb2019, asi como AeRBc2015, AeRBb2015 vy
AeRBb2019). En las graficas (Ver anexo D), se muestran el % de nitrito (reaccion

de Griess) versus el LPS comparado con el grupo de control, DMSO, INDO
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(indometacina), resinas y aceites esenciales [5, 10, 20, 30 y 40 ug/mL], comparados
con el grupo LPS.

Por otro lado, los resultados mostrados en la Tabla 17, indicaron que tanto
las resinas como los aceites esenciales disminuyen de forma significativa la
produccion de o6xido nitrico (ON) a todas las concentraciones probadas. Ademas,
algo importante de apreciar es que a la concentracion mas alta de 40 pg/mL se
observa un mayor % de inhibicion (~50—70%) en los aceites extraidos (AeRBc2015
y AeRBb2015) que en las resinas sin extraccion. La resina RBc-2015 mostr6 un %
de inhibicion de 51.65 + 3.45 y su aceite (AeRBc2015) un % 72.17 + 1.82; por otro
lado, en RBb-2017 fue el % 47.49 + 1.43 y para su aceite (AeRBb-2017) de 75.44
+ 8; aumentando la inhibicion en ambos casos en alrededor del 30 %; no fue asi
para la colecta del 2019 (Grafica 3). Finalmente, de todas las muestras, los
inhibidores més efectivos fueron AeRbc-2015 y AeRBb-2015.

Tabla 17. Efecto inhibitorio de las resinas y aceites esenciales sobre la produccion

de 6xido nitrico en macréfagos RAW 264.7 estimulados con LPS.

% Inhibicion
Muestra [5ug/mL]  [10 pg/mL]  [20 pg/mL]  [30 pg/mL] [40
Hg/mL]
RBc-2015 (A) 13.38% 9.97+4.06 17.4745.62 40.73+5.60 51.65+ 3.45

3.29
RBb-2015 (B) 13.96+3.43 24.23+5.60 31.37+5.05 35.1745.76 47.49+1.43

RBb-2019 (C) 9.86+2.37 15.21+3.57 40.42+2.11 48.6x3.57 65.83+8.53

AeRbc-2015 18.68+6.71 24.53+2.86 41.09+3.90 60.48+4.51 72.17+1.82
D

AeRéb?2015 23.76x4.88 38.23x7.25 41.76£8.72 52.57+4.35 75.44+8.12

AeRtEEZOlQ 12.96+2.09 17.64+3.23 24.23+5.11 28.56+5.50 37.43+7.13

Indorr?(?[acina - - - 48.16+ 6.38 -

*Los resultados fueron obtenidos de tres experimentos independientes. Los datos estan
representados como la media + DE.
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Gréfica 3. Comparaciéon de % de inhibicion (resina vs aceite) de RBc, RBb 2015y
RBb2019.

6.7 Analisis del contenido metabdlico vs actividad bioldgica.

Al analizar el contenido quimico de los aceites (AeRBb, AeRBc) (Tabla 15).
El monoterpeno limoneno (60) se pudo detectar en ambas muestras, siendo
abundante en AeRBb (15 %). En un estudio de Yoon (2010) y colaboradores,
mostraron que a 0.01% el limoneno muestra actividad antiinflamatoria (~80%) en
macrofagos RAW 264.7, estimulados con LPS, por lo tanto, disminuyen los niveles
de ON vy prostaglandinas (E2). Por otro lado, disminuye la expresion de citocinas,
tal como TNF-q, IL-6 u IL-18 [Yoon 2010]. Otro estudio de Yu (2017) y su grupo de
investigacion 2017, estudiaron un modelo de rata con colitis ulcerosa tratado con
limoneno, mostrando una disminucion de la produccién de la prostaglandina E2 [Yu
2017], por lo tanto, se considera al limoneno (60) como un buen candidato con
buenas propiedades antioxidantes y antiinflamatorias.

Por otro lado, otro compuesto de mayor abundancia (Unicamente en AeRBc)
fue el a-felandreno (132) (29 %). Jen-Jyh Lin (2014) y colaboradores mediante
citometria de flujo midieron los efectos del a-felandreno sobre la viabilidad celular
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total y los resultados indicaron que induce apoptosis [Lin 2014]. Y, por otra parte,
Shu-Ling Hsieh y su grupo de investigaciéon, sugieren que a-felandreno induce
necrosis de células J5, pero no apoptosis, y que la necrosis inducida posiblemente
involucro el agotamiento de ATP ademas se not6 el aumento de especies reactivas
de oxigeno entre ellas el 6xido nitrico [Hsieh 2014].

Asi mismo, el terpenoide de 30 carbonos, lupeol (10) es el de mayor
abundancia en las resinas y aceites de esta investigacion, y su epimero en C-3, han
mostrado diversas actividades farmacoldgicas in vivo e in vitro, principalmente como
anticancerigenas y antiinflamatorias. Especificamente el lupeol (10) se ha probado
en administracién oral en ratones artriticos observandose importante reduccion de
niveles de citocinas IL-2 y IL-4 [Saleem 2009]. Un estudio mas reciente en 2019
mostro al lupeol como un inhibidor de neuroinflamacion inducida por LPS en cultivos
cerebelosos [Oliveira 2019].

Adicionalmente, Romero y colaboradores en 2017, detectaron en RBc los
triterpenos 3-epilupeol y a-amirina con alta actividad antiinflamatoria probadas en
un modelo de inflamacion inducida por TPA en oreja de ratdn con 66.93+4.38,
2511.81% de inhibicion, respectivamente [Romero 2017]. Mientras que, en ensayos
in vitro sobre la inhibicion de 6xido nitrico en macréfagos, el epilupeol, acetato de
epilupeol y a amirina, mostraron un alto % de inhibicion, 94.75, 93.65 y 98.15 %
respectivamente [Romero 2016].

Con base a lo antes expuesto y reportado, se plantea que la abundancia de
los compuestos terpénicos (tanto mono como triterpenos), pueden ser los
responsables de la inhibicion de la secrecién de 6xido nitrico en los aceites
esenciales.

No obstante, las resinas RBc y RBb (sin extraccion) de acuerdo con su
analisis por CG-EM, mostraron una mayor abundancia de triterpenos (Fig. 18C y
19F) y escaza presencia de aceites esenciales (Tabla 10 y 12), con un % de
inhibicion de ON de 51.65 + 3.45 y 47.49 +1.43, respectivamente). Al comparar
con el porcentaje de inhibiciébn de sus aceites AeRBc y AeRBb (72.17+ 1.82 y
75.44+ 8.12, respectivamente), se observa una inhibicion mayor por los aceites; por

lo que nos permite sugerir que la extraccion de mono y sesquiterpenos lleva a cabo
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una sinergia con los triterpenos, en los aceites, potenciando su actividad biolégica

alrededor de un 20 % mas.
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7. Conclusiones
Se realiz6 el analisis de los aceites esenciales de dos copales
mexicanos autentificados de Bursera bipinnata (AeRBb) Bursera copallifera (AeR

Bc) mediante una extraccidn supercritica con CO..

Enel aceite de Bursera bipinnata (AeRBb-2015) se identificaron 16
compuestos volatiles, siendo 2 monoterpenos hidrocarbonados (60, 147),
9 monoterpenos oxigenados (98, 148, 150, 151, 152, 153, 154, 155, 156),
2 monoterpenos aromaticos (58, 149), 3 sesquiterpenos (157, 142, 140) vy
4 triterpenos pentaciclicos (10, 12, 13, 135). Los compuestos
mayoritarios detectados fueron: limoneno (60) (15.54%), carvona (98) (11.69%)
y 6xido de cariofileno (142) (9.24%).

Enel aceite de Bursera copallifera (AeRBc-2015) se  detectaron 14
compuestos volatiles, siendo 3 monoterpenos hidrocarbonados (60, 61, 132),
3 monoterpenos oxigenados (134, 137, 139), 5 monoterpenos aromaticos (96,133,
136, 138, 141), 2sesquiterpenos (140, 142), 1diterpeno (143)y
4 triterpenos pentaciclicos (10, 12, 13, 135). Los compuestos mayoritarios fueron:
a-felandreno (132) (29.511 %), m-cimeno (133) (28.771 %) yepoxido de a-
felandreno (134) (7.237 %).

Los compuestos poco polares presentes en ambos aceites de AeRBc-
2015 y AeRBb-2015 son:
limoneno (60) (1.506, 15.554%), calameneno (140) (0.348, 1.19%) y oxido
de cariofileno (142) (0.155, 9.24%).

La comparacion quimica de las dos diferentes colectas de aceites de B.
bipinnata 2015 y 2019 (AeRBb-2015 y AeRBb-2019) indicaron unadiferencia de la
mayoria de los monoterpenos, compartiendo Unicamente 5 monoterpenos, p-
cimeno (58), carvona (98), 1-hidroxi-1,7-dimetil-4-isopropil-2,7-ciclodecadieno
(157), calameneno (140) y 6xido de cariofileno (142), asi como 4 triterpenos: lupeol
(10), a-amirina (12) B-amirina (13) y acetato de lupeol (135).
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En cuanto a la actividad antiinflamatoria in vitro, los aceites AeRBc-
2015 y AeRBDb-2015 mostraron un % de inhibicion de ON muy similar de 72.17+
1.82y 75.44+ 8.12, respectivamente, esto es un 21y 28 % mas que las resinas sin
extraccion; lo que nos permite proponer que la extraccion de mono
y sesquiterpenos, puede llevar a cabo una sinergia con los triterpenos,

potenciando asi su actividad antiinflamatoria.

Finalmente, este trabajo confirma el uso tradicional como antiinflamatorio de
los compuestos volatiles de dos copales mexicanos colectados en el estado de

Morelos (Bursera bipinnata y Bursera copallifera).
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8. Perspectivas

Las perspectivas que se tienen contempladas para el proyecto son las
siguientes:

e Recoleccidn, extraccion, analisis quimico y evaluacion biolégica de una
colecta nueva (reciente) de resina de Bursera copallifera.

¢ Andlisis estacional de los aceites de los copales aqui estudiados.
e Ensayos in vivo en modelo de TPA de los aceites obtenidos.

e Estudio quimico y bioldgico de otros tipos de copales mexicanos.
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Anexo A. Protocolo de uso del extractor melloeX marca Alegre science.

Protocolo de uso del extractor de liquidos supercriticos con CO, melloeX marca Alegre

science.

1. Verificacion del correcto funcionamiento y estado de los componentes del extractor.

a.

Recirculador: Verificar que tenga agua dentro del contenedor, si ya estd muy sucia
se procedera a su limpieza total. Verificar que las mangueras estén bien conectadas.
Extractor: Verificar que el cilindro no tenga polvo y pelusa, en caso contrario, con
un trapo humedo limpiar dentro de él.

Soxhlet: Manipular con mucho cuidado ya que es un instrumento fragil, verificar
gue esté bien limpio.

Seguridad: Utilizar siempre accesorios de seguridad en el laboratorio (bata,

guantes, lentes de proteccion y botas).

2. Preparacion de la muestra

h.

Pesar muestra y frasco recolector en la balanza analitica.

Depositar la muestra en el cartuchoblanco.

Introducir el cartucho dentro del soxhlet y poner la tapa amarilla.

Una vez pesado el frasco recolector, ponerlo al final del soxhlet y cerrar bien.
Poner la funda verde al frasco recolector.

Con una liga asegurar el gancho del frasco con un brazo del soxhlet.

Introducir todo este sistema dentro del cilindro del extractor, asegurarse que esté
en medio y totalmente vertical.

Disponer a la mano la pistola de aire caliente y llave de trinquete.

Nota: Anotar registro en las respectivas bitdcoras de uso de los equipos que se usen.

Tapa amarilla

Soxhlet

Frasco recolector + funda verde
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3. Pesar hielo seco
a. Sielhielo seco esta sin triturar, con un martillo y una jerga ir triturando yvaciando
en otra hielera.
b. Enunrecipiente, pesar 800 gramos de hielo seco por cada extraccion que se realice.
c. Vaciar el hielo seco dentro del cilindro del extractor, asegurarse que el hielo no
incline el soxhlet y llenar de forma proporcional.
d. Retirar la tapa amarilla y poner la tapa del extractor con precaucion.
Nota: Realizar la trituracidn y pesado del hielo seco lo mas rapido posible, debido a que se
sublima réapido.
4. Cerrar el extractor
a. Atornillar en forma cruzada

b. Cerrar las dos valvulas de escape.

5. Calentamiento
a. Prender la mantilla de calentamiento
b. Prender la pistola de aire caliente a media potencia y apuntar directo en el cilindro,
se formara escarcha en el cilindro.
c. Aplicar el aire caliente durante aproximadamente 15 minutos, la valvula de presién
debe llegar a la marca negra (800 psi).
6. Recirculador
a. Alllegar ala presion maxima se enciende el recirculador.
b. Se disminuye la temperatura de la mantilla de calentamiento.
c. Dejar la extraccién durante el tiempo establecido.

Nota: Monitorear que la temperatura del recirculador disminuya.

Revisar que la presion del extractor se mantenga en el limite.
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7. Despresurizacion
a. Altérmino de la extraccidn se apaga el recirculador y se desconecta.
b. Apagar la mantilla de calentamiento y desconectarla.
c. Abrir ligeramente las valvulas de escape.
d. Dejar despresurizar lentamente hasta su término.
e. Se desatornilla la tapa del extractor y se retira el soxhlet.
f. Retirar el frasco recolector con el aceite extraido y pesarlo.
g. Tapar, etiquetar y asegurar con Parafilm el frasco y llevarlo al refrigerador a-20°C.
Limpiar el soxhlet con disolventes hasta dejarlo completamente limpio.

i. Limpiar el area utilizada, asi como el extractor.
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Anexo B. Claves numéricas de los compuestos

Clave Nombre del compuesto 37 Anetol
numeérica 38 Fenchona
1 Hinokinin 39 Estragol
2 Savinin 40 Sabineno
3 Burseranin 41 a-pineno
4 Picropoligamain 42 B-pineno
5 Deoxipodofilotoxina 43 Terpinen-4-ol
6 Morelensin 44 Miristicina
7 78 - 45 Elemicina
deshidropodofilotoxina 46 Salicilato de metilo
8 78 - 47 Cinamaldehido
deshidroacetilpodofilotoxina 48 2-metoxicinamaldehido
9 78 -deshidro trans-p- 49 Cinamil acetato
cumaroilpodofilotoxina 50 Pulegona
10 Lupeol 51 Mentona
11 Lupenona 52 2-feniletanol
12 a-amirina 53 Linalool
13 B-amirina 54 Citronelol
14 a-amirona 55 Mirceno
15 B-amirona 56 E- ocimeno
16 3-epi-a-amirina 57 Z-ocimeno
17 3-epi-B-amirina 58 p-cimeno
18 epi-lupeol 59 a-fencheno
19 Copaeno 60 Limoneno
20 D- germacreno 61 B-felandreno
21 3-0O-a-L-ramnopiranosido 62 Terpinoleno
de miricetina 63 a-terpineno
22 1,4-cadinadieno 64 y-terpineno
23 epi-biciclosesquifelandreno 65 Canfeno
24 Terpinen-2,5-diol 66 a-tujano
25 Indometacina 67 Tricicleno
26 3,4-seco-ursan-12(13)-en- 638 a-farneseno
3,4 lactona 69 4,5-epoxi-carano
27 Acido ursoélico 70 (E)-B-farneseno
28 Oleanderolido 71 a-bisaboleno
29 N-3,4-seco-urs- 72 B-bisaboleno
4(23)12(13)-dien-il-1-4'R- 73 Curcumeno
hidroxi-L-prolina metil éster 74 B-elemeno
30 a-cubebeno 75 a-cadineno
31 N-3,4-seco-lupa-4(23) 76 y-cadineno
20(29)-dienil-4"R-hidroxi-L- 77 Naftaleno, 1,2,3,4,6,8a-
prolina metil éster hexahidro-1-isopropil-4,7-
32 B-cubebeno dimetil-
33 3,4-seco-urs-4(23),12(13)- 78 B-selineno
dien-3-0l 79 Aromadendreno
34 Eugenol 80 a-cedreno
35 Acetato de eugenilo 81 B-cedreno
36 Cariofileno
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82 a-gurjuneno 130 Acido geranico

83 Geraniol 131 Acido isovalérico

84 Nerol 132 a-felandreno

85 Lavandulol 133 m-cimeno

86 Acetato de citronelilo 134 Epdxido de a felandreno

87 Acetato geranilo 135 Acetato de lupeol

88 Acetato linalilo 136 Cumaldehido

89 Citronelal 137 Timoquinona

90 Geranial 138 Bencenometanol,4-(1-

91 Neral metiletil)

92 Z-carveol 139 2-ciclohexen-1-ona,4-

93 Mentol hidroxi-3-metil-6-(1-

94 Pulegol metiletil)-trans

95 Terpineol 140 Calameneno

96 Carvacrol 141 Fenol,4-metoxi-2,3,6-

97 Timol trimetil

98 Carvona 142 Oxido de cariofileno

99 C10H160 143 R-Kaur-16-eno

100 Piperitona 144 Silvestreno

101 Borneol 145 Carvanona

102 Mirtenol 146 Tujona

103 Pinocarveol 147 trans-p-menta-2,8-dienol

104 Mirtenal 148 cis-2,8-p-mentadien-1-ol

105 a-canfor 149 Melilotal

106 D-canfor 150 trans-p-menta-1 (7), 8-dien-

107 3-ciclohexen-1-ona-2- 2-ol
isopropil-5-metil 151 trans-carveol

108 a-bisabolol 152 cis-carveol

109 B-bisabolol 153 Oxido de carvona

110 Elemol 154 Limoneno glicol

111 a-cadinol 155 Oxido de limoneno

112 a-eudesmol 156 2-isopropildeno-5-metilhex-

113 B-eudesmol 4-enal

114 Isovalencenal 157 1-hidroxi-1,7-metil-4-

115 Zizanal isopropil-2,7-

116 (E,E)-germacrona ciclodecadieno

117 a-vetivona 158 Cubenol

118 B-vetivona 159 B-cirmeno

119 Patchoulol 160 2-careno

120 a-santalol

121 Alcohol de bencilo

122 Alcohol cinamilico

123 (2)-metilcinamato

124 Benzaldehido

125 Cuminaldehido

126 Vanilina

127 Safrol

128 Eucaliptol

129 Mentofurano
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Anexo C. Biblioteca de estructuras quimicas
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Anexo D. Efecto de las resinas y aceites esenciales sobre la produccién

de oxido nitrico (NO) en macrofagos RAW 264.7 estimulados con LPS.
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Figura 2. Efecto de las resinas y aceites esenciales sobre la produccion de 6xido nitrico
(NO) en macrofagos RAW 264.7 estimulados con LPS. Los valores se expresan como la
media + DE de tres experimentos independientes (n=3). La diferencia significativa se
determind utilizando un ANOVA seguido de la prueba de comparacion multiple de Dunnett.
LPS comparado con el grupo de control (#### p < 0.0001), y DMSO, INDO (indometacina),
resinas y aceites esenciales comparados con el grupo LPS (* p < 0.050 * p <0.01 0 ***p

< 0.001 0 *™** p < 0.0001). Control = células sin estimulo.
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