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RESUMEN

La especie Bursera tomentosa fue muestreada en el municipio de Agua de Dios
Cundinamarca. Las Hojas y la Corteza de ésta planta fueron procesadas mediante
métodos fitoquimicos y de ellas se obtuvieron los extractos en Petrol y en Etanol.
Posteriormente cada uno de los extractos fue fraccionado, obteniendo las fracciones
Petrol, CH2Cl2 y AcOEt, las cuales fueron evaluadas mediante un bioensayo para
actividad antinflamatoria realizado con ratones raza Ballce. En el bioensayo se utilizo
el protocolo del edema auricular agudo inducido por la aplicacion de TPA, y se
realizaron seis repeticiones para cada uno de los tratamientos. La concentracién de
TPA aplicada fue de 2,5 Bg/oreja, la concentracidon de indometacina aplicada fue de
0,5 mg/oreja, y la concentracién de las fracciones aplicadas fue de 1 mg/oreja.
Posteriormente se realizaron pruebas estadisticas con los resultados obtenidos, las
cuales pusieron en evidencia la accion antiinflamatoria significativa de las fracciones
AcOEt del Extracto en Petrol de las Hojas, CH2Cl2 del extracto en Etanol de las Hojas
y AcOEt del extracto en Petrol de la Corteza. Finalmente las Fracciones que tuvieron
actividad significativa en el bioensayo mostraron promedios de porcentajes de

inhibicion de inflamacidn de 35.41%, 39.99% y 33.28% respectivamente.

Xi



1. INTRODUCCION

El uso de plantas medicinales con fines terapéuticos ha sido desde siempre
una practica ligada al desarrollo de las culturas aborigenes, y hoy en dia al
desarrollo de la cultura moderna. De esta manera, en la medicina
contemporanea un gran porcentaje de los farmacos y las sustancias
utiizadas son de origen vegetal y representan una fuente de ingresos

industriales bastante lucrativa para los paises en via de desarrollo.

Por otro lado, todavia existen en nuestros bosques y selvas muchas plantas
que han sido utilizadas desde la antigiedad por nuestras culturas indigenas,
pero que por desconocimiento o falta de financiacion siguen sin ser
investigadas a fondo. Esto implica el hecho de que todavia hay mucho
camino por recorrer en cuanto a investigacion farmacolédgica se refiere, ya
que existen plantas medicinales que representan un gran potencial
econdmico y farmacoldgico para nuestro pais, pues sus propiedades pueden
ser evaluadas rigurosamente mediante analisis fitoquimicos, y a partir de

ellas se podrian desarrollar nuevos y mejores farmacos.

Asi, el presente estudio busca hacer una evaluacion preliminar de la
actividad antiinflamatoria de una de las plantas de la familia Burseraceae
distribuida por las tierras de Colombia (Bursera tomentosa), ya que gran
parte de las plantas de esta familia son usadas normalmente por muchas
culturas con diversos fines terapéuticos, en especial con el fin

antiinflamatorio.



2. MARCO TEORICO

2.1 Potencial Econémico y Medicinal de las Plantas

“‘Desde siempre, las plantas han tenido una inmensa importancia econémica
para la humanidad, el hombre ha encontrado en ellas su principal fuente de
alimento; ha obtenido materiales combustibles y fibras para la fabricacion de
papel y de telas. El hombre también ha descubierto plantas productoras de
téxicos que utilizadas en pequenas dosis alivianan los dolores, mitigan la
fatiga y contrarrestan los sintomas de muchas enfermedades. También ha
aprendido a extraer los aceites esenciales que utiliza en los perfumes y en
los saborizantes de sus alimentos, y como si fuera poco, ha descubierto
resinas utilizadas como material impermeable, como preservadores de la
madera y en la fabricacion de pinturas para sus habitaciones” (Pedrozo
2004).

“‘Desde el principio de los tiempos, el hombre tuvo que distinguir entre las
plantas venenosas y las que no lo eran, asi se desarrollé6 gradualmente el
conocimiento de las drogas de origen natural, que se fue transmitiendo de
generacion en generacion primero verbalmente, después de forma escrita y
mas recientemente, mediante sistemas de informacién computarizados”
(Pedrozo 2004).

“Asi pues, hoy en dia prosperan por lo menos 800 mil especies de plantas en
el mundo, pero es curioso considerar cuan pocas han sido explotadas por el
hombre. En la zona tropical es en donde se ha concentrado una mayor
cantidad de ellas, pero es precisamente en esta regién en donde la flora es
aun poco conocida. EI hombre ha hecho uso de unas 3 mil especies
vegetales como fuentes de alimento y unas 150 de ellas han tenido

importancia en el comercio mundial” (Pedrozo 2004).



“Por otro lado, el término farmacognosia (derivado de pharmakon=droga, y
gignosco=adquirir el conocimiento de algo) fue introducido en 1815, y pese a
que ésta se refiere, principalmente, a las sustancias de origen natural que
poseen una virtud medicinal, no esta totalmente limitada a tales sustancias.
La farmacognosia también estudia los tejidos preparados de fibras naturales
y usO quirurgico; los agentes aromatizantes, las plantas alucinégenas, la
materia prima para la obtencién de anticonceptivos orales, los alérgenos, y

los herbicidas e insecticidas” (Pedrozo 2004).

“En consecuencia, aunque son muchas las drogas vegetales utilizadas por la
civilizacion oriental, tan solo un puiado de ellas ha servido a la civilizacion
occidental durante miles de afos, y son muchas las plantas cuyos
constituyentes quimicos, biolégicamente activos, podrian aislarse con fines

medicinales” (Pedrozo 2004).

Los paises del tercer mundo han sido por largo tiempo, los proveedores de
abundante materia prima vegetal, permitiendo a los paises industrializados,
el aprovechamiento de muchos compuestos extraidos de la naturaleza,
aplicables en la satisfaccion de multiples necesidades del ser humano. Sin
embargo a medida de que las naciones en desarrollo, adquieren y luego
producen ciencia y tecnologia, se van concientizando de su propia riqueza
(Bilbao 1997).

Aproximadamente el 50% de las tierras Colombianas esta constituido por la
Orinoquia y la Amazonia, las cuales son tierras aptas casi exclusivamente
para bosques y vegetacién espontanea. Asi, toda Colombia, desde sus
cordilleras hasta sus valles, ofrece un campo privilegiado en cuanto a flora
aprovechable se refiere. En consecuencia, en los afios recientes, ha renacido
un inmenso interés en la medicina hacia los sistemas fitoterapéuticos,

estrechamente relacionados con los recursos vegetales (Bilbao 1997).



Los extractos obtenidos a partir de las plantas han sido usados durante siglos
como remedios populares contra varios trastornos de salud. Campos como el
de la biologia de productos naturales, la etnofarmacologia, asi como el de la
bioprospeccion, han recibido una atencién renovada en afos recientes. Los
productos naturales y los remedios herbales usados en la medicina folclérica
tradicional, han sido la fuente de muchas drogas beneficiosas médicamente,
asi como muchas plantas medicinales han mostrado una interesante
actividad bioldgica y farmacolégica al ser usadas como agentes terapéuticos
(Kaileh et al 2007).

‘Finalmente, es Indudable que el reino vegetal posee muchas especies de
plantas que contienen sustancias con un valor medicinal aun por descubrir, y
es asi como hoy en dia un gran numero de plantas son analizadas
constantemente con relacion a su posible valor farmacoldgico,
particularmente, por sus propiedades antiinflamatorias, hipotensoras,
amebicidas, hipoglucemiantes, antiparasitarias, antifertilidad, citotoxicas,

antibiéticas y antiparkinsonianas, entre muchas otras” (Pedrozo 2004).

Asi pues, en América Latina, Asia y Africa crece el interés por desarrollar
programas tendientes a estudiar las riquezas naturales autoctonas, con un
objeto comun de encontrar solucién a problemas relacionados con la salud o

con el desarrollo industrial (Bilbao 1997).

2.2 Metabolitos Secundarios de las Plantas

Las plantas producen una amplia gama de compuestos organicos que no
estan involucrados en el metabolismo primario, es decir, que no poseen roles
reconocidos en los procesos de asimilacidén, respiracion, transporte vy
diferenciacion, y que también difieren de los metabolitos primarios por tener

una distribucién restringida en el reino vegetal, lo cual significa que un



producto secundario en particular (metabolito secundario), generalmente se
halla s6lo en una especie o en un grupo de especies taxondmicamente

relacionadas (Taiz & Zeiger 2002).

A través del tiempo, el hombre ha hecho uso de los metabolitos secundarios
con diversos propositos, entre los que puede mencionarse los saborizantes,
los colorantes, las fragancias, los insecticidas, las drogas medicinales y las

adictivas, y los cosméticos (Salisbury & Ross 1992).

El principal rol metabdlico atribuido a estos grupos de sustancias es la
proteccion frente al ataque de herbivoros y las infecciones microbianas o
virales, aunque también funcionan como atrayentes de insectos polinizadores

y como agentes de competicién planta-planta (Azcén-Bieto & Taldén 2000).

2.3 Clases de Metabolitos Secundarios

“Para clasificar a los metabolitos secundarios se han utilizado muchos puntos
de vista, aunque en todos ellos es inevitable la superposicion. Los criterios
clasificatorios de mayor aceptacion son: la estructura quimica, el origen

biogenético, la accion bioldgica y la actividad farmacologica” (Pedrozo 2004).

Segun la actividad farmacoldgica, dentro de los metabolitos secundarios se
pueden encontrar los siguientes grupos: glicosidos cardioténicos, analgésicos,
narcoticos, antibiéticos, hormonas, analogos a prostaglandinas y otros
(Pedrozo 2004).



2.4 Descripcion Botanica de la Familia Burseraceae

Conformada por unos 20 géneros y cerca de 680 especies, distribuidas en
las regiones calientes del mundo, con mayor diversidad en América tropical,
en el norte y en el sur de Africa y en Malasia (Harley & Daly 1996, Rzedowski
& Guevara 1992). Esta se distingue por ser la familia del incienso y la mirra
con arboles y arbustos que pueden alcanzar los 40 metros de altura. Tienen
un caracteristico olor a incienso o "trementina" producido por canales
resiniferos que se ubican principalmente en cortezas y ramas (Cuatrecasas
1957).

Arboles o arbustos, provistos de resina y a menudo de aceite esencial; hojas
alternas, por lo general imparipinnadas, algunas veces bipinnadas,
trifolioladas o reducidas a un solo foliolo, los foliolos laterales opuestos,
comunmente sin estipulas; inflorescencias axilares o terminales, basicamente
cimosas, pero a menudo paniculadas, pseudoracimosas o fasciculadas, o
bien las flores solitarias; flores casi siempre unisexuales (las plantas suelen
ser dioicas o poligamo-dioicas), pequefas, actinomorfas, 3 a 5 (6)-meras;
caliz mas o menos cupuliforme, dividido en 3 a 5 (6) segmentos connados o
casi libres, valvados, contortos o abiertos en boton; pétalos 3 a 5 (6), rara vez
ausentes, libres o en pocos casos unidos para formar un tubo, contortos o
valvados en boton; estambres dispuestos en 1 6 2 verticilos, del mismo
numero que las divisiones del caliz o mas frecuentemente dos veces mas
numerosas, por lo general estériles en las flores femeninas (que a menudo
dan la apariencia de ser hermafroditas), filamentos por lo comun libres,
insertos debajo o rara vez sobre el disco, anteras biloculares,
longitudinalmente dehiscentes, disco anular o cupuliforme, a veces
inconspicuo; pistilo 1, el ovario supero, 2 a 5-locular y de otros tantos
carpelos, placentacion axilar, évulos 2 por cada léculo, estilo corto o casi

obsoleto, estigma 2 a 5-lobado; fruto mas o menos drupaceo, el pericarpo por



lo general carnoso, pero a menudo finalmente dehiscente por medio de 2 a 5
valvas, huesos (endocarpios lignificados) 1 a 5, casi siempre monospermos y
con frecuencia cubiertos por un pseudoarilo; semillas sin endosperma,

embrion por lo comun derecho (Rzedowski & Guevara 1992).

2.5 Ubicacion Geografica de la Familia Burseraceae en Colombia

Esta comprendida por un grupo de plantas que se encuentran dentro de los
bosques secos tropicales siendo algunas endémicas de paises como
Colombia, México y Venezuela (Becerra & Venable 1999). Para el caso
particular de Colombia, la familia se distribuye en 143 municipios de los 32
departamentos del pais, aunque el comportamiento por géneros varia, y
dentro de éstos se destacan algunas especies por su amplia distribucion
(Martinez 1998).

En general en Colombia, toda la familia se ubica en las zonas bajas, ya que
el 66% de los registros indican una altura dentro 0-500 m.s.n.m, y un 24%
entre 1001-2500 m.s.n.m. Sin embargo, la frecuencia de registros de un lugar
determinado depende mas de la cantidad de colecciones realizadas, que de
la cantidad de especies presentes; cabe anotar que los 10 departamentos
con mayor informacion sobre Burseraceae son: Amazonas, Caqueta, Meta,
Valle, Antioquia, Vaupés, Magdalena, Cundinamarca, Santander y Chocé
(Martinez 1998).

2.6 Usos y Antecedentes Fitoquimicos de la Familia Burseraceae
Como lo ha descrito Culioli et al. los inciensos tradicionales, incienso y mirra,

son ambos extraidos de especies de la familia Burseraceae, Boswellia y

Commiphora spps. respectivamente (referenciado en Junor et al 2008).



La familia Burseraceae es una fuente conocida de exudados y resinas ricas
en sustancias aromaticas que son usadas para muchos objetivos
medicinales, asi como en las industrias de perfumeria y produccion de

barnices (referenciado en Siani et al 1999).

La familia Burseraceae incluye plantas que exudan resinas usadas para
muchos objetivos artisticos. ElI género Canarium crece en Australia, en el
Sudeste asiatico y en Africa. Varias especies resinosas de este género,
muchas veces, han sido colocadas en el mercado europeo bajo el nombre de
elemi. En particular, el producto conocido como Manila elemi de las Islas
filipinas, exudado de la especies Canarium luzonicum y Canarium commune,

ha sido usado sobre todo en Bellas Artes (De la Cruz et al 2005).

En la medicina tradicional, la goma y las oleoresinas de la especie Protium
son usadas para muchos objetivos, entre los que encontramos el ténico y el
estimulante. Esta especie también es utilizada en la curacion de ulceras y

como agente antiinflamatorio (referenciado en Siani et al 1999).

Para ésta familia, los canales resiniferos estan en la mayoria de las especies
y muchas de ellas transportan repelentes antiherbivoros y toxinas que se
componen principalmente de terpenos (Raffa 1991). Muchas especies de
esta familia deben su valor econémico a los aceites esenciales, terpenos,

esteroides, y lignanos encontrados en sus resinas (Carretero et al 2008).

La familia Burseraceae segun Robles (1998) y Bruneton (1993), esta
compuesta por unidades fundamentales, las cuales son los terpenos o
terpenoides. Estas sustancias son sintetizadas a partir de acetil CoA o de
intermediarios basicos de la glicdlisis. Las oleorresinas producidas por esta
familia, son sustancias que estan conformadas por monoterpenos,

sesquiterpenos o diterpenos a nivel molecular y su caracteristica fisica es la



consistencia suave o semiliquida. Estas son mezclas de aceites esenciales y
resinas, es decir, exudados que en su mayoria contienen compuestos

resinosos y compuestos volatiles (Bruneton 1993; Robles 1998).

El analisis quimico de resinas de las especies de Burseraceae ha conducido
principalmente al aislamiento e identificacion de compuestos de terpenoides,
donde los mono y los triterpenos predominan. La resina, el tallo y hojas son
una fuente de aceites esenciales, esteroides, terpenos, lignanos y otros tipos

de compuestos (referenciado en Siani et al 1999).

Los extractos acuosos y etandlicos de las hojas de muchas especies de la
familia Burseraceae han sido mencionados por su caracter antiinflamatorio,
antialérgico y hepatoprotector. La actividad inmunoestimulante asi como la
actividad antiinflamatoria son reportadas en algunos extractos acuosos de las
resinas de las especies de Burseraceae. El aceite esencial de las hojas y los
frutos de Protium heptaphyllum poseen actividad cercaricida, y el extracto
etéreo de su oleorresina muestra una analgesia no opiacea eficaz. Otros
géneros son reportados por poseer propiedades antisépticas en
enfermedades de la piel, actividad antitumoral y actividad acaricida

(referenciado en Siani et al 1999).

El analisis fitoquimico realizado al extracto en éter de Protium kleinii ha
revelado la presencia de varios triterpenos pentaciclicos como el (urs-12-eno-
3B-16B-diol) y el a-amireno (Otuki et al 2005).

En la medicina tradicional arabe el extracto de Commiphora opobalsamum es
usado para tratar el dolor de cabeza, la retencion urinaria y el estrefiimiento.
Recientemente del extracto total de Commiphora opobalsamum se
reportaron efectos hipotensores, antiulcerogenicos y hepatoprotectores en

experimentos con ratas. El analisis fitoquimico preliminar de las partes



aéreas de C. opobalsamum revel6 la presencia de flavonoides, esteroles,
triterpenos, saponinas, bases volatiles y aceites volatiles (referenciado en
Abbas et al 2007).

Con respecto a lo anterior, Abbas y colaboradores (2007) por primera vez
describen el aislamiento y la caracterizacion de seis compuestos de
Commiphora opobalsamum, los cuales son: friedelina, canofilal, acido

oleanonico, acido siringico, mearnsetina y quercetina.

Ademas de la renombrada actividad antiinflamatoria de los acidos
boswellicos aislados de Boswellia carteri y Boswellia serrata, éstos también
han sido investigados extensivamente en lo que concierne a su actividad
contra células tumorales y efectos quimiopreventivos (Referenciado en
Banno et al 2006).

2.7 Actividad Antiinflamatoria de la Familia Burseraceae

La resina de Boswellia carteri y Boswellia serrata ha sido usada para el
tratamiento de artritis reumatoidea y otras enfermedades inflamatorias en la
medicina tradicional en muchos paises. La busqueda de los principios activos
de la resina permitio el aislamiento de los acidos boswellicos, los cuales
pertenecen a los triterpenos pentaciclicos de la serie del ursano y el

oleanano (Banno et al 2006).

Se sabe que los acidos Boswellicos disminuyen la respuesta inflamatoria en
los procesos inducidos de inflamacién severa mediante varios modelos
experimentales diferentes, incluyendo el bioensayo con 13-acetato de 12-
tetradecanoilforbol (TPA). Singh et al. (1996) demostré6 que estos acidos

triterpénicos fueron capaces de bloquear reacciones inflamatorias de una
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manera relacionada con la dosis, en modelos de inflamacion agudos y

cronicos (Banno et al 2006).

Se han aislado metabolitos secundarios que presentan actividad
antiinflamatoria a partir de raices de Commiphora merkeri. Dichos
metabolitos del tipo triterpeno pentaciclico fueron evaluados por la

metodologia del edema plantar (Fourie & Snyckers1989).

Duwiejua y colaboradores (1993) estudiaron la actividad antiinflamatoria de
cuatro especies de algunas plantas pertenecientes a la familia Burseraceae
(Boswellia dalzielli, B. carteri, Commiphora mukul y C. incisa) de las cuales,
tres presentaron una inhibicién significativa del edema plantar a partir de los
extractos acuosos. De las cuatro especies, Commiphora mukul presento la
mejor actividad, de la cual posteriormente se aislo, la mansumbinona y el
acido mansunbinoico, triterpenos del octanordamaranno a los cuales se les

atribuye la actividad antiinflamatoria.

Las resinas y las hojas de las especies del género Protium comunmente son
usadas en la medicina tradicional brasilefia para la curacion de ulceras y para
el tratamiento de dolencias inflamatorias. Adicionalmente, se ha demostrado
una accion sistémica para el extracto de éter en los modelos inflamatorios en
ratones (Otuki et al 2005).

Con respecto a la actividad antiinflamatoria de los aceites esenciales de la
hojas y resinas de algunas especies del género Protium (P. heptaphyllum, P.
strumosum, P. grandifolium, P. leweltyni y P. hebetatum, se comprobd
actividad antiinflamatoria frente al modelo de pleuresia inducida por zimosan

y lipopolisacaridos (Siani et al 1999).
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2.8 Descripcion Botanica del Genero Bursera

El género fue nombrado en honor del botanico aleman Joachim Burser
(Cuatrecasas 1957). Este género tiene poco mas de 100 especies,
distribuidas desde el sur de los Estados Unidos hasta Sudamérica, pero
concentrando notablemente su diversidad en la vertiente pacifica de México.
Muchas de sus especies constituyen elementos dominantes o codominantes
del bosque tropical caducifolio y de algunos matorrales xeréfilos (Rzedowski
& Guevara 1992).

Arboles o a veces arbustos caducifolios, dioicos o poligamo-dioicos, rara vez
hermafroditas, por lo general fuertemente resinosos y aromaticos; corteza
externa de las partes lignificadas provista de una capa de clorénquima, la del
tronco a menudo rojiza o amarillenta y exfoliante, otras veces gris, lisa y sin
exfoliarse; ramillas abreviadas (braquiblastos) comunmente presentes; hojas
sin estipulas, a menudo dispuestas en forma de roseta en el extremo del
braquiblasto, otras veces alternas y esparcidas sobre ramas jovenes y
vigorosas, en la mayoria de las especies imparipinnadas y con los foliolos
opuestos, pero a veces bipinnadas, trifolioladas o simples (unifolioladas), el
raquis a menudo alado, a las hojas normales en muchos casos les anteceden
en aparicién una o varias rosetas de catafilos mas o menos precozmente
caedizos, de forma oblonga o triangular, y es también muy frecuente que las
primerisimas hojas en aparecer sean trifolioladas o con un numero de foliolos
mas reducido que el comun para la especie; inflorescencias axilares,
originandose por lo general con o antes de las primeras hojas, pero a
menudo se observan como si fueran fasciculadas o aglomeradas sobre los
braquiblastos, en forma de paniculas, tirsos, (pseudo-) racimos, cimas,
glomérulos, o bien por reduccién las flores solitarias, bracteolas por lo
general presentes; flores casi siempre unisexuales, rara vez hermafroditas,

pequenas, 3 a 5 (6)-meras; caliz profundamente dividido, sus I6bulos abiertos
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en botén; corola de prefloraciéon valvada, a menudo conduplicado-valvada,
los pétalos por lo general mas largos que el caliz, blanquecinos, amarillentos,
verdosos 0 rojizos, con frecuencia cuculados; estambres dos veces mas
numerosos que los pétalos, dispuestos en dos series iguales o en ocasiones
algo desiguales, los filamentos insertos en la base del disco, anteras
dorsifijas, mas pequefias y estériles en las flores femeninas, disco glandular,
anular; ovario con 2 6 3 l6culos y 2 6vulos por cada léculo, estilo corto,
estigma bi o trilobulado; fruto en forma de “drupa” ovoide a subglobosa,
biconvexa o0 mas o menos asimeétricamente trigona, tardiamente dehiscente
por medio de 2 6 3 valvas, el hueso parcial o totalmente cubierto por un
pseudoarilo que al abrirse el fruto es rojo, anaranjado o amarillo, pero por lo
comun pronto se torna gris o blanquecino; semilla por lo general una sola en
cada fruto (Rzedowski & Guevara 1992).

2.9 Usos y Antecedentes Fitoquimicos del Genero Bursera

Se han reportado usos medicinales para especies del genero Bursera como
es el caso de Bursera graveolens y Bursera simaruba, las cuales son
utilizadas en Latinoamérica en forma de emplastos para extraer cuerpos
extrafios epidérmicos y para tratar hernias y tronchaduras. También son
utilizadas en coccién para tratar enfermedades como el asma, la diarrea, la

pleuresia, los calculos en el rindn y la tuberculosis (Bernal & Correa 1990).

Los aceites de las especies del género Busera han sido usados como un
ingrediente en las industrias de cosméticos, alimentos y bebidas. Asi pues,
de la extracciéon comercial de Busera delpechiiana, Busera simaruba y
Busera aloexylon han sido aislados productos para el empleo en el comercio

de la perfumeria (referenciado en Junor et al 2008).
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El género Bursera tiene grandes variaciones quimicas, en la composicidén de
terpenoides, ya sea por su numero, identidad y cantidades relativas de
terpenoides individuales; que pueden producir mezclas compuestas
(Rzedowski & Ortiz 1988; Becerra & Venable 1999).

En muchas especies que pertenecen al género Bursera se ha encontrado
particularmente en sus resinas, aceites esenciales, triterpenos, esteroides,
bilignanos, podofilotoxinas del tipo lignano y flavonoides (referenciado en
Maldini et al 2009).

Bursera simaruba conocida en Venezuela como gumbolimbo, ha sido usada
para hacer incienso y también con otros propdsitos, como el tratamiento de
gquemaduras, de dolor de cabeza, de hemorragias nasales, de fiebre, de dolor
de estdbmago y para predecir la lluvia a través de su florescencia. Otro uso
prometedor para la corteza de gumbolimbo es encontrado en el tratamiento
de psoriasis, eczema, picaduras de insecto y hongos de la piel (Noguera et al
2004).

La resina que exuda de la corteza de Bursera simaruba es usada
medicinalmente para tratar ulceras y enfermedades venéreas. Ademas, la
infusién de la corteza es usada contra la diarrea, como un diurético, como
desodorante, como expectorante y como un purgante (en altas dosis); la
decoccion de la corteza es tomada como un té para infecciones,
enfermedades urinarias, fiebre, golpe, frio y gripe. Bursera simaruba también
ha sido usada en Venezuela para el tratamiento del cancer y de tumores, y
los aceites esenciales y las resinas también poseen actividad antiinflamatoria

y actividad antibacteriana (referenciado en Junor et al 2008).
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Del extracto metandlico de la corteza de Bursera simaruba, 11 compuestos
fueron aislados incluyendo cuatro conocidos, los cuales son: yatein lignanos,
B — peltatin — O — B — D — glucopiranosido, hinokinina y bursehernina.
También fueron aislados siete compuestos fendlicos incluyendo tres nuevos
compuestos que son: 3,4 — dimetil — oxifenil - 1 — O — B — glucopiranosido (6
sulfo) — glucopiranosido; 3,4,5 — trimetoxifenil 1 — O — B - (6-sulfo) -
glucopiranosido; 3,4 diidroxifeniletanol — 1 — O — B — D — glucopiranosido (6
sulfo) glucopiranosido. Por otro lado también se encontraron escopoletina,
floroacetofenona — 4 — neohesperidosido; 4 — acetil — 3,5 — dihidroxifenil — B —

D — glucopiranosido y picraquassiosido D (Maldini et al 2009).

Bursera graveolens ha sido usada por los ecuatorianos como analgésico,
sedante, desodorante y como remedio para el reumatismo, y recientemente
las investigaciones han encontrado material citotoxico en sus tallos. Hay
pocos informes sobre los componentes quimicos de Bursera graveolens,
pero en un estudio se relato la presencia de limoneno y a-terpineol (Young et
al 2007). Mas recientemente, Yukawa analizd el aceite volatil de Bursera
graveolens mediante la utilizacion de modernas técnicas analiticas,
encontrando dos nuevos compuestos sesquiterpenoides y reportando otros

siete por primera vez para esta planta (referenciado en Young et al 2007).

Segun Jutiviboonsuk et al. (2005), se encontré que Bursera tokinensis se
halla entre las plantas que muestran potencial citotoxico en la investigacion
llevada a cabo sobre compuestos activos anticancerigenos de las plantas de
Vietnam y Laos como parte del grupo 1CBG (International Cooperative
Biodiversity Group); en este estudio se evidenciaron las propiedades
citotoxicas de Bursera tokinensis a partir del 4' — demetildesoxipodofilotoxina
en lineas celulares KB (carcinoma humano oral), Col2 (cancer de colon

humano) y LNCaP (cancer de prostata humano).
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En 2001, Murillo-Alvarez et al, reportaron actividad inhibitoria del extracto
etandlico de la corteza de Bursera odorata frente a lineas celulares HCT-116
(células de cancer colorectal humano); esta planta es reportada en la

medicina tradicional del sur de baja California como tdxica (Martinez 1998).

2.10 Descripcion Botanica de Bursera tomentosa

La especie Bursera tomentosa es una planta que pertenece a la familia
Burseraceae y se encuentra dentro del género Bursera. Encontrada por
primera vez en 1763, fue denominada con el nombre de Elaphrium
tomentosa, pero finalmente su clasificacion fue hecha en 1872, cambiando su
nombre al actual. Conocida en Colombia como Sasafras macho o Tatamaco;
es un arbusto de 5m de alto y 14cm de DAP (Diametro a la altura del pecho).
Pertenece a los bosques secos; con copa compacta y follaje de color verde
lustroso. Las hojas son imparipinadas (5-11 foli6los); es tomentosa y tiene el
raquis alado. Es una especie caducifolia, pero emite hojas nuevas
inmediatamente después de perder las hojas viejas. La flor tiene sépalos
lanceolados a lineales, mas largos que la mitad de la longitud de los pétalos.
Los frutos son drupas de color morado cuando se maduran, ademas tienen el
endocarpo totalmente fusionado y el exocarpo dehiscente y miden
aproximadamente 12mm de largo y 10 mm de diametro (Martinez 1998)

(Figura1).
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Figura 1. Esquema de algunos caracteres taxondémicos de Bursera tomentosa.
Tomado de http://darnis.inbio.ac.cr

2.11 Usos y Antecedentes Fitoquimicos de Bursera tomentosa

Para esta planta, se encuentran en la literatura pocos estudios realizados con
respecto a los usos o a la Fitoquimica, ya que es una planta que en su

mayoria solo se ha estudiado desde el punto de vista taxonémico.

Bursera tomentosa es un arbol de zonas semiaridas que se distribuye desde
Centro América hasta el norte de Suramérica, donde es conocida
comunmente como balsamo de incienso y tiene multiples aplicaciones como

planta medicinal y artesanal (Castillo et al 2005).
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En Venezuela ésta especie, la cual presenta una madera blanca, es muy
apreciada por los artesanos del municipio Jiménez del estado Lara, para la
realizacion de diferentes tallados, actividad que constituye un ingreso familiar
importante (Castillo et al 2005).

Las culturas indigenas Mexicanas sustraen de Bursera tomentosa un
incienso genuino o resina de copal, el cual es un simbolo sagrado utilizado
para ritos religiosos, como pegamento para unir madera y como condimento

en las tortillas para darles un sabor mas agradable (De la Cruz et al 2005).

La especie Bursera tomentosa posee un gran potencial curativo dentro de la
medicina botanica tradicional; a esta planta conocida en Colombia como
"tatamaco" en algunas regiones de Cundinamarca y el Tolima, se le han
atribuido propiedades curativas frente a dolencias relacionadas con la
préstata en los hombres, como calmante de dolores premenstruales en las

mujeres y males relacionados con el cancer, entre otros (Rojas 2008).

Segun Robles (1999) Bursera tomentosa Tr. & PIl. posee una oleorresina o
"taca mahac" que es generalmente utilizada para atender los tumores
(Robles et al., 1999).

En un estudio Fitoquimico de tesis de pregrado realizado con Bursera
tomentosa se determiné que la planta poseia efectos citotdéxicos en las
pruebas preliminares de citotoxicidad frente a las lineas celulares de cancer
CSC-1595 y Colo 205. También se observd que es posible que los
compuestos de menor polaridad presentes en las Hojas hayan sido los
causantes de los efectos citotoxicos. Asi mismo, se encontr6 la mayor
actividad frente a las lineas celulares, en la subfraccién Diclorometano-
Metanol (9,5:0,5) obtenida a partir del extracto en Petrol de las Hojas.

Finalmente se concluyé que el principio activo con efectos citotoxicos, cuya
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naturaleza polar es media-alta, es posible que se encuentre en las
subfracciones-fracciones en Diclorometano y Diclorometano-Metanol

(9,5:0,5) obtenidas a partir del extracto en Petrol de las Hojas (Rojas 2008).

2.12 Generalidades Sobre Desordenes Inflamatorios

La inflamacidn es un factor subyacente comun que contribuye a la
exacerbacion de una amplia variedad de enfermedades que incluyen la
artritis, el asma, las enfermedades dérmicas y las enfermedades
cardiovasculares entre otras, lo cual representa un serio problema de salud
(Carretero et al 2008).

La inflamacion es una reaccion local especialmente del tejido conectivo vivo
vascularizado, frente agentes infecciosos como bacterias, virus y parasitos o
agentes irritantes como sustancias quimicas, radiaciones térmicas o
emanaciones radioactivas (Stites et al 1998). Como respuesta a esto, la
inflamacion destruye, diluye o aisla el agente nocivo permitiendo una
regeneracion o sustituciéon de el mismo tipo de células 6 cicatrizacion del

tejido lesionado (Cotran et al 2000).

Entre las muchas enfermedades que aquejan a la poblacién mundial, las que
involucran procesos inflamatorios representan un importante grupo;
enfermedades como la artritis reumatoidea, la gota, el asma o los trastornos
neurodegenerativos implican reacciones inflamatorias en algunos casos
incapacitantes para quienes las padecen. Ademas, muchas otras dolencias
menores que se presentan diariamente involucran procesos inflamatorios
como respuesta natural del organismo ante traumas fisicos y alergias
(Franco et al 2007).
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Como interfase primaria con el ambiente externo, la piel esta sujeta
constantemente a heridas y a la invasion de patdégenos, lo cual puede traer
como consecuencia distintos trastornos inflamatorios que pueden ocurrir en
el curso de la vida. Mientras algunos desoérdenes inflamatorios de la piel
suelen ser bien tratados, normalmente no es posible tratar satisfactoriamente
las enfermedades inflamatorias crénicas de la piel, como la psoriasis y las
dermatitis atipicas (Otuki et al 2005).

La inflamacion cutanea es producida y mantenida por la interaccion de varias
poblaciones celulares (macréfagos residentes, queratinocitos, fibroblastos,
mastositos, plaquetas y células endoteliales) que alcanzan el foco
inflamatorio por quimiotaxis (neutréfilos, monocitos y linfocitos) en respuesta
a la liberacion de mediadores pro-inflamatorios de estas células como las
citosinas, las prostaglandinas, los leucotrienos, y el factor activador de
plaquetas (Otuki et al 2005).

Los desordenes inflamatorios incluyen diferentes tipos de enfermedades
reumaticas que son comunes en todo el mundo. Aunque el reumatismo es
una de las enfermedades mas antiguas conocidas de la humanidad la cual
afecta a la mayoria de poblacién, no se ha hecho ningun progreso sustancial
para alcanzar una cura permanente. La mayor desventaja que tienen en este
momento las potentes medicinas sintéticas disponibles esta en su toxicidad y
en la reaparicion de los sintomas después de la interrupcién. Por lo tanto, el
desarrollo y la seleccion de drogas con actividad antiinflamatoria sigue
todavia en progreso, y hay muchas esperanzas en encontrar medicinas
antiinflamatorias a partir de las plantas medicinales de los indigenas (Amresh
et al 2007).
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2.13 Clases de Inflamacién

La inflamacion presenta dos fases bien diferenciadas, aguda y crénica
(Cotran et al 2000). La inflamacion aguda tiene una evolucion relativamente
breve, con una duracidon que oscila entre minutos, hasta horas y pocos dias;
sus caracteristicas principales son la exudacion de fluido y proteinas
plasmaticas (edema) y la emigracion de leucocitos (predominantemente
neutréfilos). Por otra parte, la inflamacién crénica tiene una duraciéon mayor y
se caracteriza por la presencia de linfocitos y macréfagos, y por la
proliferacion de vasos sanguineos y tejido conjuntivo (Trowbridge & Emling
1993; Cotran et al 2000).

2.14 Mecanismos de Inflamacion Aguda

Las células que participan en la inflamacion se dividen en dos: 1) células
circundantes (en plasma sanguineo) son los neutréfilos, eosindfilos,
basdfilos, monocitos, linfocitos y plaquetas; y 2) células en tejido conectivo
como los mastocitos al rededor de los vasos sanguineos, los fibroblastos en
el tejido conectivo y en ocasiones macrofagos y linfocitos residentes (Cotran
et al 2000).

Al inicio de la inflamacidén aguda se presentan tres componentes principales
que son: modificaciones en el calibre de los vasos que dan lugar al aumento
en el flujo de sangre, aumento de la permeabilidad vascular y migracion de
los leucocitos desde el punto en que abandonan la microcirculacion hasta el
foco de lesion donde se acumulan (referenciado en Stites 1998; Cotran et al
2000).
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Las alteraciones del flujo sanguineo y en el calibre de los vasos se inician de
forma muy rapida tras la lesion y evolucionan a un ritmo que depende de la
intensidad de la misma. Se produce primero un periodo inconstante vy
transitorio de vasoconstriccion de arteriolas, luego se produce una
vasodilatacién que afecta principalmente las arteriolas y da lugar a la
apertura de lechos vasculares en la zona de lesién, como consecuencia hay
un aumento en el flujo de la sangre, que a su vez es el motivo del
enrojecimiento y el incremento del calor en la zona (referenciado en Stites et
al 1998; Cotran et al 2000).

Luego se produce un aumento en la permeabilidad vascular que da lugar a la
salida de un exudado rico en proteinas, hacia el intersticio. Esta es la
caracteristica principal y de mayor especificidad de la inflamacién aguda
(Cotran et al 2002). Asi mismo la pérdida de fluido rico en proteinas del
plasma reduce la presion osmoética intravascular e incrementa la presion
osmotica del fluido intersticial, este mecanismo da lugar a una importante
salida y acumulacién de liquido en el tejido intersticial. Este incremento neto
del fluido extravascular da origen al edema (Roitt et al 1997). Sin embargo
para que se de este cambio de fluido y cambio en la permeabilidad vascular
debe existir un cambio en la integridad del endotelio lo cual puede ocurrir
mediante tres posibles mecanismos: 1) contraccion de células endoteliales
con ensanchamiento de las uniones intercelulares en las vénulas el cual es
un mecanismo activado por la histamina, la bradicinina, los leucotrienos vy
otros tipos de mediadores quimicos, 2) lesién endotelial directa con necrosis
por parte del agente lesivo lo que ocasiona el desprendimiento de las células
endoteliales y 3) los leucocitos se adhieren al endotelio en la fase temprana
de la inflamacion en donde se da liberacion de formas toxica de oxigeno y de
enzimas proteoliticas por parte de estos, causando lesién y desprendimiento

del endotelio (referenciado en Roitt et al 1997, Cotran et al 2000).
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Debido a la disminucién del flujo sanguineo en las fases iniciales de la
inflamacion, los leucocitos (inicialmente neutréfilos polimorfonucleares),
abandonan su ubicacién en la columna central y se situan en la superficie
endotelial, este proceso se conoce como marginacion. Posteriormente los
leucocitos de forma individual, se colocan sobre el endotelio y se adhieren a
él de forma transitoria (rodamiento), para finalmente adherirse al endotelio
firmemente e iniciar el proceso de migracién endotelial para llegar al sitio de
lesion. Este proceso de migracion celular depende de la expresién de
moléculas de adhesion celular (MAC), que corresponden a las glicoproteinas
de superficie celular que funcionan como receptores celulares. Las familias
de moléculas implicadas en inflamacién son las selectinas como la p-
selectina, que esta presente en las células endoteliales y plaquetas, la 1-
selectina que se encuentra en la mayor parte de los leucocitos, las
inmunoglobulinas que incluyen dos moléculas de adhesién, ICAM-1 y VCAM-
1, presentes en las células endoteliales, y las integrinas las cuales se

encuentran en todos los leucocitos (Roitt et al 1997).

Después de presentarse la migracion leucocitaria, los leucocitos emigran
hasta la zona de lesion, a través de un proceso denominado quimiotaxis, en
donde la locomocion del leucocito esta orientada por un gradiente quimico.
Diversas sustancias exdégenas y enddégenas pueden actuar de modo
quimiotactico. Los agentes exdgenos mas comunes son los productos
bacterianos, en el caso de los factores enddgenos se encuentran los
componentes del sistema de complemento especialmente la Cb5a, el
leucotrieno 64 y las citocinas, en particular las de la familia interleucina-8 (IL-
8) (Roitt et al 1997).

A continuacion se produce la fagocitosis y la liberacion de enzimas por los

neutréfilos y macréfagos que constituyen los dos principales efectos

beneficiosos de la acumulacién de leucocitos en el foco de la inflamacién. La
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fagocitosis se lleva a cabo por un reconocimiento y contacto con la particula
que va a ser ingerida por el leucocito, luego se engloba la particula con
formacion posterior de una vacuola fagocitaria y por ultimo la destruccion o

degradacion del material fagocitado (Cotran et al 2000).

2.15 Métodos para Evaluar la Actividad Antiinflamatoria

En la busqueda de nuevos agentes antiinflamatorios es importante el empleo
de modelos experimentales en animales, ya que dependiendo del protocolo
experimental, los resultados se pueden en parte extrapolar al posible
comportamiento en humanos. Existen varios tipos de protocolos en funcion
de la forma de aplicacién, agente irritante utilizado o duracion del proceso
inducido (referenciado en Yueqin 2006). Los métodos pueden ser utilizados

entonces bajo los siguientes parametros:

e En funcidon de la forma de aplicaciéon se emplean métodos que provocan
una irritacion tépica, aguda o subcronica y son validos para el estudio de
sustancias activas en procesos inflamatorios de piel y mucosas. La
administracion oral o parenteral es util para el estudio de agentes de

efecto sistémico, independientemente del agente irritante.

e El agente irritante varia en funcion del modelo que se quiera mimetizar,
puede ser AA, TPA, serotonina (5-HT), histamina, carragenina,
bradicinina (BK), PLA2, entre otros. Unos de administracion topica y otros

de empleo parenteral.

e La duracién del proceso y del tratamiento va a condicionar la posible
utiidad del extracto o agente antiinflamatorio. En algunos procesos
agudos se cuantifica el edema inducido, que a veces dura minutos y otras

horas. Otros procesos inducen una auténtica inflamacion, por lo que
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ademas de edema se pueden valorar otros parametros, como enzimas

inducidas, o mediadores liberados.

El porcentaje de inhibicion del edema se refiere al grupo control (no tratado)
al cual se le administra solamente el agente irritante (100% de inflamacion).
Es imprescindible comparar el resultado con una sustancia o farmaco de

referencia (referenciado en Yueqin 2006).

Los métodos empleados para el estudio de los agentes antiinflamatorios se
han realizado in vivo e in vitro. En la actualidad existen diferentes técnicas
que permiten evaluar las propiedades antiinflamatorias de las sustancias,

dichos métodos se clasifican en (referenciado en Pifieros 2003):

¢ Modelos de inflamacion aguda (p.e: edema plantar, edema auricular).
e Modelos de inflamacion crénica (p.e: granulomas inducidos por disco de
algodon vy artritis por adyuvante y carragenina).

e Técnicas especificas (p.e: Técnica de Edwards, Técnica de Sedwick).

2.15.1 Edema Auricular agudo inducido por TPA

El TPA es un potente agente flogébgeno y promotor de tumores que se
encuentra en el aceite de croton (Croton tiglium L.). La administracion topica
de TPA provoca un edema agudo con infiltracién leucocitaria. EI TPA actua a
través de la activacion de la proteincinasa C (PKC), dependiente de Ca2+ y
fosfolipidos. La PKC desempefia un papel importante en la transduccion de
sefales de una gran variedad de sustancias que activan funciones celulares
y de proliferacidon. La enzima es activada por diacilglicerol (DAG), mediador
liberado a partir de inositol-fosfolipidos de la membrana. EI TPA y otros
ésteres del forbol cuando se intercalan en la membrana pueden actuar como

sustitutos del DAG, activando la PKC de forma mas permanente que el
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mediador endégeno, ya que el TPA es dificilmente degradable. La PKC
activada actua a diferentes niveles, incluyendo la liberacion de AA, formacion
de prostanoides, incremento de radicales libres y sintesis de diversas

proteinas proinflamatorias (referenciado en Yueqin 2006).

Tras la aplicacion de TPA en oreja de ratén, se produce un eritema y
vasodilatacion entre 1-2 h, y a las 3-4 h aumenta el grosor como
consecuencia de la extravasacion de liquido, siendo el edema maximo a las
6-8 h. Transcurridas 12-14 h el edema desaparece, aunque la vasodilatacion
y el eritema persisten hasta las 24-48 h. A nivel histolégico se observa
agregacion plaquetaria a las 2 h, agregacion y adherencia de leucocitos PMN
a las células endoteliales entre 4-6 h, y migracion hacia el tejido y
desgranulacion de mastocitos a partir de las 6 h. Al cabo de 6-24 h comienza
el acumulo de leucocitos en la dermis que dan lugar a abscesos
subcorneales a las 48-72 h. Por ultimo, tras 48-96 h se observa hiperplasia
en la membrana basal epidérmica, debida al incremento del numero de

células en divisién (referenciado en Yueqin 2006).

El estudio bioquimico demuestra un incremento de AMPc, PGE2 y PGE2a,
ademas de actividad de la enzima ornitin-descarboxilasa (ODC) y de sintesis
proteica. Los farmacos de referencia mas adecuados son los inhibidores de
la sintesis de prostaglandinas, como indometacina, aunque los inhibidores de
la COX, LOX y PLA2 dan buenos resultados, ademas de corticoides y
antihistaminicos. La ventaja del método es la rapidez y poca muestra
necesaria para desarrollar un estudio e incluso una curva dosis efecto. El
principal inconveniente radica en la falta de selectividad, ya que un elevado
numero de farmacos y sustancias objeto de analisis suelen dar resultados
positivos en este test. Otro problema adicional es que el farmaco se
administra conjuntamente con el irritante, lo que permitiria conocer un grado

de proteccién, no de curacion real (referenciado en Yueqgin 2006).
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3. FORMULACION DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION:

3.1 Problema de investigacion

Las enfermedades inflamatorias representan uno de los grandes problemas
médicos actuales ya que muchas de estas son causadas por una activaciéon
descontrolada y continuada de respuestas inflamatorias que causan dafo en
los tejidos. Asi, hoy en dia una de las principales causas de consulta médica
es el dolor y la inflamacion que se produce debido a alteraciones muy
diversas. En consecuencia, existen una gran variedad de enfermedades del
aparato locomotor, las cuales afectan las articulaciones, los musculos, los
huesos y los tendones. De las anteriores, las mas comunes son las
enfermedades reumaticas las cuales aquejan no solo a la mayoria de los

adultos de la tercera edad sino también a muchos nifios.

En Colombia existe una gran variedad de plantas medicinales, que desde
tiempos inmemorables, han sido utilizadas en la medicina tradicional por las
culturas aborigenes para tratar diversas dolencias y enfermedades. Una de
estas es Bursera tomentosa, un arbol bien distribuido por las regiones del
pais y que es conocido vulgarmente con el nombre de tatamaco. A esta
planta se le han atribuido propiedades -curativas frente a dolencias
relacionadas con la prostata y como calmante de dolores premenstruales
entre otros. Asi pues, de esta planta ya se han hecho algunos estudios con
sus extractos en el laboratorio de Investigacién Fitoquimica de la Pontificia
Universidad Javeriana, y por los antecedentes bibliograficos y etnobotanicos

se cree que tiene un gran potencial como antiinflamatorio natural.
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3.2 Pregunta de investigacion

¢ Presentaran actividad antiinflamatoria las fracciones obtenidas a partir de
los extractos en Petrol y Etanol, de las Hojas y de la Corteza de Bursera
tomentosa (JACQ) Tr. & P1.?

3.3 Justificacion

Ya que la inflamacién es uno de los problemas relacionados con muchas de
las enfermedades que aquejan gran parte de la poblacién mundial, es
importante adelantar investigaciones de tipo fitoquimico que permitan, a largo
plazo, desarrollar farmacos naturales y econdémicos que ayuden a controlar
esta dolencia. Por otro lado, la mayoria de farmacos que se utilizan hoy en
dia para controlar la inflamacion tienen efectos colaterales en otros sistemas
del cuerpo como el digestivo o el nervioso central, por lo cual es de gran

interés analizar otro tipo de sustancias alternas que combatan este mal.

Asi, uno de los primeros pasos que se debe dar en la investigacion, es
probar la accion que tienen ciertas plantas medicinales utilizadas dentro de
nuestra medicina tradicional, ya que en ellas se encuentra un gran potencial
farmacolégico y econémico, ademas de ser un recurso natural mucho menos

nocivo que los actualmente utilizados.

Por lo anterior, es de gran importancia para la medicina y para las empresas
farmacéuticas, encontrar y desarrollar nuevos farmacos que ayuden a
controlar y a prevenir la inflamacion en muchos de los tipos de
enfermedades. Asi, el conocimiento entnobotanico que tienen nuestras
culturas indigenas de las plantas medicinales, cumple un importante papel en
el desarrollo de la investigacion fitoquimica, ya que abre nuevos campos para

el desarrollo de farmacos naturales.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General:

e Evaluar la accién antiinflamatoria de las fracciones obtenidas a partir de
los extractos en Petrol y en Etanol, de las Hojas y la Corteza de Bursera

tomentosa.

4.2 Objetivos Especificos:

e Identificar los grupos de metabolitos secundarios presentes en las
fracciones obtenidas a partir de los extractos en Petrol y en Etanol,
mediante pruebas quimicas preliminares y cromatografias de capa

delgada.

e Evaluar cuales de las fracciones obtenidas a partir de los extractos en
Petrol y en Etanol tienen una actividad antiinflamatoria significativa
después de haber inducido inflamacién a ratones Ballce mediante el

método del edema auricular.

e Comparar las fracciones obtenidas a partir de los extractos con un control

negativo (vehiculo) y un control Positivo (Patron).
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Disefio de la investigacion

Factor de disefio: Sustancias aplicadas a los ratones para evaluar la accion

antiinflamatoria de Bursera tomentosa.

Niveles del factor de disefo:
e Fraccion Petrol
e Fraccién CH2Cl2
e Fraccion AcOEt
e Control (Vehiculo)

¢ Indometacina (Patrén)

Variable respuesta: Deltas (A) de peso de las orejas del raton.

Unidad de respuesta: Ratdn Ballce

Unidad de muestreo: Ratén Ballce

5.1.1 Poblacion de estudio y Muestra

La poblacién de estudio se compuso de un grupo de 85 ratones Ballce con
un peso promedio entre 40g y 55g. Los ratones fueron proporcionados por el
Bioterio de la Pontificia Universidad Javeriana y se mantuvieron en jaulas
metalicas con camas de aserrin, en grupos de seis individuos por jaula
(Figura 2). Los ratones se mantuvieron en el Bioterio de la Facultad de
Farmacéutica de la Universidad Nacional de Colombia, a una temperatura
constante, con el mismo ciclo de luz dia/noche, con agua suficiente y con una

dieta adecuada compuesta por rodentina.
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Figura 2. Grupos de ratones Ballce y jaulas para contenerlos. Fotos tomadas por el
autor.

5.1.2 Variables de estudio

Debido al protocolo de experimentacion y las condiciones del experimento, la

investigacion corresponde a un disefo experimental completamente al azar.

Variable independiente: Sustancias con posible accion antiinflamatoria.

Variable dependiente: Deltas (A) de peso de las orejas del raton.

5.2 Métodos

5.2.1 Métodos Utilizados Comunmente en Fitoquimica

En ésta parte se citan los métodos y las técnicas que mas se utilizan en las

investigaciones fitoquimicas, los cuales fueron revisados antes de manipular

los materiales y de proceder a trabajar con Bursera tomentosa.
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5.2.1.1 Procesamiento del Material Vegetal

Las plantas deben ser secadas para su extraccion, asi la planta se debe
limpiar, separar en sus partes y es esencial que la operacién de secado sea
llevada a cabo bajo condiciones controladas, para evitar la ocurrencia de
algunas transformaciones quimicas extrafas. Los 6rganos vegetales deben
ser secados tan rapido como sea posible, utilizando temperaturas por debajo
de los 40°C vy, preferiblemente con una buena corriente de aire, para
asegurar un contenido de humedad no mayor al 10% (Bilbao 1997, Pedrozo
2004).

El material vegetal seco se debe pulverizar para romper los tejidos celulares
y permitir una mayor superficie de contacto material-solvente; tal
procedimiento se debe hacer utilizando un molino apropiado, limpio y que no
genere mucho calor (Bilbao 1997, Pedrozo 2004).

5.2.1.2 Proceso de Extraccion

La forma mas precisa de extraccion depende la textura y el contenido acuoso
del material vegetal a extraer y, del tipo de sustancia que se va a aislar. Los
metabolitos secundarios pueden ser volatiles, oleoresinosos, resinosos
solidos, termolabiles, termoestables, lipofilicos e hidrofilicos. Teniendo en
cuenta todas estas caracteristicas se puede seleccionar entre una o mas
técnicas de extraccién. Si la extraccion es hecha a un material vegetal al cual
se le va a comprobar una actividad bioloégica es preferible hacerla por
maceracion en frio y en lo posible, las temperaturas de tratamiento no deben
sobrepasar los 40°C para evitar la degradacion de metabolitos termolabiles
(Bilbao 1997, Pedrozo 2004).
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‘La extraccion por maceracion consiste en tener el material vegetal en
contacto con un liquido (solvente) frio, en recipientes de vidrio o de acero
inoxidable. Esta operacion requiere un tiempo mas o menos largo (96 horas
como minimo y un tiempo ideal de 8 dias), y generalmente va acompanada
de trituracidn mecanica del material. Es el método mas recomendable para
extraer sustancias termolabiles” (Pedrozo 2004). “La homologacion de
técnicas fitoquimicas recomienda hacer extraccion sucesiva con dos
solventes de polaridad creciente, empleando primero el de menor polaridad y

luego el de mayor polaridad” (Bilbao 1997).

5.2.1.3 Concentraciéon de los Extractos

Para evaporar los extractos se debe utilizar un rotavapor, concentrandolos al
vacio a temperaturas entre 30°C y 40°C, hasta obtener el minimo volumen, y
en caso de extractos acuosos o alcohdlicos estos deben liofilizarse, cuando
sea posible (Bilbao 1997, Pedrozo 2004).

5.2.1.4 Proceso de Floculacién

Para producir precipitaciones quimicas se utilizan reactivos que forman
sélidos insolubles con uno o mas de los constituyentes de la mezcla a
fraccionar. Dichos Precipitados (Floculos) se pueden recuperar por filtracion
o0 por decantacion. Las precipitaciones pueden ser causadas ademas por
cambios bruscos de la polaridad o del pH en el medio (Proceso de extraccion
acido-base) (Pedrozo 2004).

5.2.1.5 Fraccionamiento de los Extractos

“‘La cromatografia liquido-sélido es aquella en que la superficie sodlida

adsorbe pequenas capas de moléculas de componente sdélido de una
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mezcla. Por cromatografia liquido-solido pueden separarse dos solutos que
difieran en coeficientes de adsorcion hacia cierto sélido. En esta modalidad
estan comprendidas las cromatografias de capa delgada y de columna”
(Bilbao 1997).

El fraccionamiento por Cromatografia en Columna (CC) “es una técnica que
se lleva a cabo introduciendo la fase estacionaria dentro de un cilindro largo
de vidrio, provisto de una llave de paso en su parte inferior, obteniéndose asi
una columna del material retenedor. El cilindro puede ser cambiado por una

bureta o por algun otro recipiente similar” (Pedrozo 2004).

En la Cromatografia en Columna clasica, las dimensiones de la columna son
escogidas de acuerdo a la cantidad de muestra a separar y, al tipo de
adsorbente a utilizar. Por regla general debe emplearse 20 a 30 veces mas
adsorbente que el peso de material que se desea separar. La altura del
absorbente al diametro de la columna, debe estar en una relacion de 8 a 1 o
de 10 a 1 (Bilbao 1997, Pedrozo 2004).

“‘La velocidad de elucion de la Cromatografia en Columna puede ser
aumentada mediante un sistema de vacio (Cromatografia liquida de vacio -
CLV-) acoplado a la llave de paso inferior de la columna de vidrio. En este
caso, la columna debe ser recta con una placa de vidrio sinterizado con
poros entre 10-15y o 10-20u. Los solventes utilizados deben ser poco
volatiles y de baja viscosidad. Como adsorbentes se pueden utilizar silica gel
60H, alumina 60H, LiChrosorb RP-8 o RP-18, etc. El vaciéo aplicado se

encuentra entre los 20-70 mmHg” (Pedrozo 2004).
“Los fraccionamientos continuos liquido-liquido se basan en la distribucion de

una sustancia entre dos fases liquidas inmiscibles, dicha sustancia no deben

reaccionar, asociarse o disociarse. En los procesos de extraccion empleados
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normalmente en fitoquimica, una fase es siempre agua y la otra un disolvente
organico inmiscible con ella; asi, se debe tener presente que un cambio en el
disolvente cambiaria la solubilidad en dicha fase, y se alteraria el coeficiente
de reparto. En general la regla de que lo semejante disuelve a lo semejante
es una guia adecuada siempre y cuando se escoja el disolvente ideal”
(Pedrozo 2004).

Existen dos tipos de equipos de fraccionamiento a escala de laboratorio, uno
para solventes menos densos que el agua, y otro para los mas densos que
ella (Figura 3). Es conveniente que el solvente de fraccionamiento sea de
bajo punto de ebullicion para evitar calentamientos innecesarios de la

solucién (Pedrozo 2004).

A. B.
Figura 3. Equipos de Fraccionamiento. Fotos tomadas por el autor.
A: Equipo de fraccionamiento para solventes menos densos que el agua.
B: Equipo de fraccionamiento para solventes mas densos que el agua.

5.2.1.6 Cromatografias de Capa Delgada

A la Cromatografia de Capa Delgada (CCD) se le conoce también con el
nombre de “"cromatografia en columna abierta" Entre sus ventajas
sobresalen: su gran versatilidad, su velocidad en el desarrollo y su
sensibilidad. La versatilidad deriva del gran numero de adsorbentes
diferentes disponibles en el comercio: silicagel (el mas ampliamente

empleado), 6xido de aluminio (alumina), celita (tierra de Diatomeas),
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hidroxido de calcio, fosfato de magnesio, poliamida, celulosa, etc., y mezclas
de dos o mas de ellos. La gran velocidad es debida a la naturaleza mas
compacta del adsorbente y la sensibilidad se debe a que la separacion de
cantidades menores a los ug puede ser llevada a cabo si es necesario.
(Pedrozo 2004).

La Cromatografia en Capa Delgada (TLC, sus siglas en inglés, Thin Layer
Cromatography) nos permite entre otras cosas: determinar el grado de
pureza de una muestra, comparar muestras, hacer el seguimiento de una
reaccion quimica, controlar el contenido de las fracciones obtenidas por
cromatografia en columna y determinar las condiciones mas adecuadas para
una cromatografia en columna. La fase estacionaria consiste en una fina
capa delgada de gel de silice o alumina adherida a un soporte de vidrio,
aluminio o materiales plasticos con un grosor que puede oscilar entre 1 hasta
0,1 — 0,2 mm (L6pez et al 2005).

Los Silicagel poseen un grupo funcional Si-OH y en ellos, la letra G indica
que el material correspondiente contiene yeso como aglutinante mientras que
los rotulados con la letra H no lo contienen, los sefialados con la letra P son
los utilizados en CCD preparativa y, los que poseen la letra R tiene un alto
grado de purificacion del adsorbente. La letra F significa que dicho
adsorbente contiene indicador de fluorescencia (el subindice numérico que
acompafa a esta letra indica la longitud de onda para excitar la
fluorescencia). EI numero que sigue a la letra indica el diametro promedio de
poro, asi el Silicagel G (tipo 60) posee un poro de 60A y es el adsorbente
mas utilizado debido a que presenta buena reproducibilidad de los resultados
(Pedrozo 2004).

Para realizar la Cromatografia de Capa Delgada se aplica la muestra disuelta

en la parte inferior de la placa, con la ayuda de un capilar. Las muestras se
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deben colocar de tal forma que al ponerlas en contacto con el solvente que
se encuentra en la camara cromatografica no las cubra. La placa se
introduce verticalmente en la camara que contiene en el fondo una pequefa
cantidad del eluyente que se va a usar (fase movil), dejando que el solvente
ascienda por capilaridad. Cuando el eluyente ha ascendido hasta casi el
borde superior de la placa, se saca, se seca y se observan las sefales
(Lépez et al 2005).

Muchas veces las sustancias desarrolladas por este método, al no ser
coloreadas, no son visibles. Para hacerlas visibles se utiliza luz ultravioleta
entre 240 — 270 nm. Para hacer visibles aquellas sefiales que no se detectan
a la luz UV ni son coloreadas, se procede al revelado de la placa usando un
agente revelador. El revelado consiste en pulverizar en forma de spray la
placa con el agente revelador y posteriormente calentarla en una estufa
alrededor de 100 °C, lograndose de esta manera la carbonizacion de los

compuestos organicos (Lopez et al 2005).

5.2.2 Métodos de la Investigacién con Bursera tomentosa

En los numerales que aparecen a continuacion se describen los métodos y
las técnicas utilizados para obtener los extractos, las fracciones y los

resultados cromatograficos de Bursera tomentosa.

5.2.2.1 Recoleccion del Material Vegetal

La planta Bursera tomentosa (JACQ) Tr. & PI. se colecté en la vereda La
Balastrera del municipio de Agua de Dios Cundinamarca, el cual limita con
los municipio de Tocaima, Girardot, Nilo y Ricaurte. El municipio de Agua de
Dios tiene una altitud de 400 msnm, una temperatura promedio de 27°C y

una precipitacion pluviométrica de 1.000 mm promedio anuales (Figura 4).

37



% o
oy 2

PR

Figura 4. Mapa de Relieve y Limites del Municipio de Agua de Dios. Tomado de
maps.google.com

Se colectaron las hojas y la corteza de un arbol escogido al azar que se
encontraba a la orilla del camino en una finca de la vereda. Los materiales
utilizados para esto fueron: un machete para cortar los troncos y unas tijeras
podadoras para cortar las ramas con hojas. Asi pues, se colectaron mas o

menos 7 Kg de material fresco (3 Kg de hojas y 4 Kg de Corteza) (Figura 5).

Figura 5. Hojas y Troncos de Bursera tomentosa. Fotos tomadas por el autor
Posteriormente las hojas fueron separadas cuidadosamente de las ramas y

los troncos fueron limpiados de Liquenes y Briofitos mediante un raspado,

luego la Corteza fue retirada de los troncos con un cuchillo.
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5.2.2.2 Procesamiento del Material Vegetal

Las muestras de la Corteza y de las Hojas de Bursera tomentosa se dejaron
secar al aire libre, obteniendo aproximadamente 1.5 Kg de material seco con

respecto a las Hojas y 2 Kg de material seco, con respecto a la Corteza.

Luego se procedié a la molienda para pulverizar el material seco de Bursera
tomentosa, lo cual se realizé en el molino industrial Salvato modelo 35010 del
Grupo de Investigacion Fitoquimica de la Pontificia Universidad Javeriana. La
molienda fue hecha por separado para cada uno de los érganos (Figuras 6 y
7).

Figura 7. Material Vegetal Pulverizado (Hojas y Corteza). Fotos tomadas por el
autor.
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5.2.2.3 Obtencion de los Extractos de Hojas y Corteza

La técnica de extraccion que se escogido teniendo en cuenta las
caracteristicas mencionadas en el numeral 5.2.1.2, fue la de maceracion en
frio, ya que los extractos estarian sujetos a pruebas biolégicas y se queria
evitar alterar las sustancias termolabiles. Para hacer esto, primero se
determind el peso seco exacto del material vegetal que se iba a extraer
(835 g de Hojas y 1813 g de Corteza) y posteriormente éste se puso en

erlenmeyers de 5000 ml con los solventes.

La primera extraccion se hizo en Eter de Petréleo realizandose cambios de
solvente cada 4 dias aproximadamente. Al marco seco de la primera
extraccion, se le realizé una extraccion posterior en Etanol e igualmente se le
cambio el solvente cada 4 dias aproximadamente (Figura 8). La extraccion se
demord alrededor de 10 dias para cada uno de los 6rganos y de este
procedimiento se obtuvieron un extracto en Petrol y un extracto en Etanol

para cada uno ellos.

Después se procedio a filtrar los extractos para quitar los residuos sélidos del
material vegetal. Esto se realizdé pasando el extracto a través de papel filtro,
con un embudo de vidrio y en una base de metal con su respectivo aro
(Figura 9).

Los extractos de Bursera tomentosa fueron concentrados con la ayuda de un
rotavapor Buchi RE 111, y con un controlador de vacio Buchi B-720. Los
Extractos en Petrol se concentraron a baja temperatura y no se les puso
presion de vacio, mientras que los extractos en Etanol fueron concentrados

con presién de vacio y temperatura baja (Figura 10).
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Figura 8. Extraccién por Maceracion en frio de Hojas y Corteza Pulverizados.
Fotos tomadas por el autor.

Figura 10. Concentracion de los Extractos en el Rotavapor. Fotos tomadas por el
autor.
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Posteriormente los extractos se dejaron reposar hasta que se evapor6 el
excedente de solvente y llegaron a sequedad. Al estar los extractos secos, se
llevaron a la balanza analitica y se determinaron los pesos secos para cada
uno de estos, para después hacer los calculos correspondientes a los

porcentajes de rendimiento.

En el caso de Bursera tomentosa, los extractos fueron floculados para
remover las grasas. Asi, los extractos en Petrol fueron floculados con
Acetona en proporcion 1:2, y los extractos en Etanol fueron floculados con
H20 en la proporcién mencionada anteriormente (Figura 11). Luego de esto,
los extractos fueron filtrados nuevamente para separarlos del floculo, se
volvieron a concentrar, se dejaron reposar hasta llegar a la sequedad y se
volvieron a pesar con el fin de calcular nuevamente los porcentajes de

rendimiento.

Figura 11. Floculaciéon de Extractos en Petrol y en Etanol (Hojas y Corteza). Fotos
tomadas por el autor.

5.2.2.4 Fraccionamiento de los Extractos

Los extractos obtenidos a partir de las Hojas y de la Corteza fueron
fraccionados segun sus propiedades. Esto se realiz6é con el fin de extraer los
metabolitos de los extractos segun el orden de elucion comunmente utilizado
y la polaridad de estos. Los procedimientos mediante los cuales se realizaron

la extraccion y los fraccionamientos estan resumidos en la Figura 12.
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Figura 12. Marcha del trabajo realizado para la Extraccion y los Fraccionamientos
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5.2.2.4.1 Fraccionamiento de los Extractos en Petrol

La técnica escogida para fraccionar los extractos en Petrol derivados de las
Hojas y de la Corteza de Bursera tomentosa fue la Percolacion en Columna
con vacio. La fase estacionaria escogida fue Silicagel 60 G Merck y las fases
moviles escogidas fueron Eter de Petréleo, Diclorometano (CH2Cl2) y Acetato
de Etilo (AcOEt) (Figuras 13y 14).

Asi pues, se percolaron 12 g del extracto en Petrol de las Hojas en 120 g de
silica gel G 60, por lo cual la relacién de extracto-silica fue de 1:10. Por
comodidad se fraccionaron primero 6 g del extracto y luego los otros 6, por lo
que se hicieron dos percolaciones de la misma forma para éste extracto con

las fases moviles descritas anteriormente.

Asi mismo, se percolaron 22 g del extracto en Petrol de la Corteza en 220 g
de silica gel G 60, lo que quiere decir que la relacidn extracto-silica fue
nuevamente 1:10. También hicieron dos percolaciones para éste extracto,
fraccionando primero 11 g y luego los otros 11. Igualmente, las fases méviles

fueron las mismas que se mencionaron anteriormente.

En consecuencia se obtuvieron tres fracciones para el Extracto en Petrol de
las Hojas (fraccion Petrol, fraccion CH2Clz2, fraccion AcOEt) y tres fracciones
para el extracto en Petrol de la Corteza (fracciéon Petrol, fraccion CH2Cl2,
fraccidn AcOEt). Estas fracciones fueron nuevamente concentradas, llevadas
a sequedad y pesadas para poder continuar con el calculo de los porcentajes

de rendimiento (Anexo 1).
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Figura 13. Cromatografia liquida de vacio en Columna, Extracto en Petrol, Hojas.
Fotos tomadas por el autor.

Figura 14. Cromatografia liquida de vacio en Columna, Extracto en Petrol, Corteza.
Fotos tomadas por el autor.

5.2.2.4.2 Fraccionamiento de los Extractos en Etanol

El método que se escogid para fraccionar los extractos en Etanol de Bursera
tomentosa derivados de las Hojas y la Corteza, fue el fraccionamiento
continuo liquido-liquido, ya que éstos eran extractos acuosos y esta técnica

se ajustaba a las caracteristicas de éstos.

Por consiguiente, los extractos fueron nuevamente diluidos en el solvente en
el que se extrajeron y posteriormente se montaron en los equipos de
fraccionamiento correspondientes a cada una de las fases con las que se
fracciond. Asi, las fases inmiscibles escogidas para fraccionar los extractos
fueron Eter de Petréleo, Diclorometano (CH2Cl2) y Acetato de Etilo (AcOEY).
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Las fracciones Petrol y Acetato de Etilo (AcOEt) se obtuvieron con el equipo
para fraccionar con solventes menos densos que el agua y la fraccion
Diclorometano (CH2Cl2) se obtuvo con el equipo para fraccionar con
solventes mas densos que el agua. Lo anterior implicé cambiar de montaje
con cada uno de las fracciones ya que se debia hacer la elucion segun la

polaridad de los solventes (Figura 15).

De esta forma, se obtuvieron tres fracciones del extracto en Etanol de las
Hojas, y tres fracciones del extracto en Etanol de la Corteza, las cuales se
volvieron a concentrar, se llevaron a la sequedad y se pesaron para poder

continuar con el calculo de los porcentajes de rendimiento (Anexo 1).

Figura 15. Fraccionamientos continuos liquido-liquido de los extractos en Etanol.
Fotos tomadas por el autor.

5.2.2.5 Pruebas Quimicas Preliminares

Para tener un indicio del tipo de compuestos presentes en las fracciones
obtenidas, se realizaron dependiendo del extracto del cual provenian éstas,
las siguientes pruebas quimicas preliminares: la Prueba de Liebermann-

Burchard, la Prueba de Salkowski, la Prueba de Baljet, la Prueba del
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Hidroxamato Férrico, la Prueba de Shinoda, la Prueba del Cloruro Férrico, la
Prueba de Antrona, la Prueba de Dragendorff y la Prueba de la espuma
(Anexo 2). Algunas de estas pruebas se hicieron en una placa escavada y las

otras en tubos de ensayo.

5.2.2.5.1 Pruebas para Fracciones Derivadas de Extractos en Petrol

La prueba de Liebermann-Burchard es la mas utilizada en el analisis de
Esteroides y Esteroles y se realizé para determinar la presencia de éstos. La
reaccion consistié en someter la sustancia problema disuelta en cloroformo a
la acciéon de una mezcla de anhidrido acético, cloroformo (CHCI3) y acido
sulfurico concentrado (H2S04), empleando gotas en la placa excavada. En
esta prueba se genera una gama de colores rosa, violeta, azul, verde, que
varian con el tiempo (O, 1, 5, 20 y 60 minutos) en caso de que la prueba
resulte positiva. Las gotas deben agregarse por el borde de la cavidad de la
placa muy lentamente para apreciar los cambios de color, de lo contrario la
mezcla reaccionante se quema y solo se observa color café (lkan 1991,
Bilbao 1997).

La prueba de Salkowski se hizo para determinar la presencia de Esteroides y
Terpenos. Esta se realizé disolviendo la muestra en cloroformo (CHCI3) en
una placa excavada y agregandole una gota de acido sulfurico concentrado
(H2S04). Esta mezcla muestra una coloracion amarilla o roja si la prueba es
positiva (Dominguez 1985, Bilbao 1997).

La Prueba de Baljet se realizé para determinar la presencia de Esteroles y
Terpenos. Esta prueba consistid en agregar gotas del Reactivo de Baljet al
extracto y observar la reaccién. El reactivo de Baljet consiste en dos

soluciones; la solucién A (1 g de acido picrico en 100 ml de Etanol) y la
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solucion B (10 g de NaOH en 100 ml de Agua). La prueba es positiva si se

observa una tonalidad naranja o rojo oscuro (Dominguez 1985, Bilbao 1997).

La prueba del Hidroxamato Férrico se hizo para determinar la presencia
Sesquiterpenlactonas. Las cumarinas por ser lactonas también dan positiva
esta prueba. La prueba consistio en afadirle a la muestra una gota de
solucién metanolica (MeOH) 2N de clorhidrato de hidroxilamina y una gota de
solucion 2N de hidroxido de potasio (KOH). La mezcla se calenté durante
uno o dos minutos. Luego se enfrid, se acidulé con HCI 0.5N y se anadié una
gota de FeCls al 1%, se observa la coloracion violacea si el resultado es
positivo (Dominguez 1983, Bilbao 1997).

5.2.2.5.2 Pruebas para Fracciones Derivadas de Extractos en Etanol

La Prueba de Shinoda se realizd6 para determinar la presencia de
Flavonoides y Fenoles, los cuales reaccionan en presencia de acido
clorhidrico concentrado y magnesio. La prueba consistio en mezclar 1 ml del
extracto etandlico en un tubo de ensayo con 1 cm de cinta de Magnesio (Mg),
después se le agregan 2 ml de HCI 2N. Los colores rosado, naranja, rojo o

fresa indican prueba positiva (lkan 1991, Bilbao 1997).

La prueba del cloruro férrico se hizo para reconocer Flavonoides y Fenoles.
La prueba se desarroll6 al agregar una gota de solucion de cloruro férrico al
extracto etandlico, después se observd. La presencia de flavonoides es

evidente si hay una coloracion verde o azul (lkan 1991, Bilbao 1997).

La prueba de Antrona se realizé para determinar la presencia de Glicosidos
Cardiotonicos de Flavonoides o de Terpenos. La prueba se realizdé en un
tubo de ensayo donde se colocé una gota de agua y uno a tres ml del

extracto, después se dejo resbalar por la pared del tubo una solucion reciente
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(no mayor de 24 horas) de antrona. Si aparece un anillo azul o verdoso en la

interfase, la prueba es positiva (Bilbao 1997).

La prueba de Dragendorff se hizo para determinar la presencia de alcaloides.
El reactivo de Dragendorff se prepard disolviendo 8g de subnitrato de
bismuto en 20 ml de HNO3 concentrado, luego se anadié lentamente esta
solucién a una solucion concentrada de 27.2 gramos de Kl en 50 ml de agua.
Se enfrié y decanté para separar los cristales de nitrato de potasio y se
diluyé con agua a 100 ml. La prueba se desarrollé6 acidulando 1 ml del
extracto etandlico con HCI al 0.5 %. Luego de esto, se agregd unas 2 o 3
gotas del reactivo de Dragendorff. Si se evidencia la aparicion de un
precipitado marréon o café en la mezcla la prueba es positiva. (Dominguez
1985, Bilbao 1997).

La prueba de la Espuma se realizé con el objetivo de determinar la presencia
de Saponinas. La prueba se hizo con 1 ml del extracto etandlico, al cual se le
agregaron 4ml de agua destilada en un tubo de ensayo. Esta mezcla se agito
fuertemente durante 1 minuto. Las saponinas disminuyen la tension
superficial del agua produciéndose espumas de alturas de hasta 2 cm. La
prueba es positiva al formarse una espuma que permanezca durante mas de
15 minutos (lkan 1991).

5.2.2.6 Marcaje de Animales y Organizacién de Grupos Experimentales

Para poder realizar el bioensayo de manera ordenada, se procedié a marcar

los animales y organizar los grupos experimentales.
Asi pues, los ratones fueron marcados en distintas partes del cuerpo con

acido picrico diluido en agua y con un copito de algoddn, esto tenia como fin

organizar los grupos experimentales. Asi pues, las marcas se hicieron de la
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siguiente forma: marca en la cabeza = grupo 1, marca en la pata anterior
derecha = grupo 2, marca en la pata posterior derecha = grupo 3, marca en
la base de la cola = grupo 4, marca en la pata posterior izquierda = grupo 5,
marca en la pata anterior izquierda = grupo 6, marca en el dorso a nivel de
las patas anteriores = grupo 7, y marca de forma linear en el dorso a nivel de
las patas posteriores = grupo 8. La forma en la que se marcaron los ratones

se muestra en la figura 16.

Figura 16. Forma de marcar los ratones para realizar el bioensayo. Tomado de
imagenesgoogle.com y modificado por el autor.

Después de realizar las marcas, los 85 ratones se dividieron en grupos de 6
individuos por caja, para un total de 14 cajas. Cada caja contenia individuos
con una de las marcas especificas citadas anteriormente, y a cada caja se le
asigno un tratamiento. Ya que sobraba un ratén, la Caja del grupo control se
dejo con 7 individuos, lo cual se hizo con el fin de tener una media mas
homogénea para este grupo y asi poder hacer posteriormente las
comparaciones estadisticas contra los otros grupos. Asi, se hicieron 6
repeticiones para los tratamientos y la indometacina, y 7 para el grupo

control.
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5.2.2.7 Bioensayo para Evaluar la Actividad Antiinflamatoria de la Planta

Para evaluar la actividad antiinflamatoria de las fracciones obtenidas a partir
de Bursera tomentosa se siguio la técnica del Edema Auricular descrita por
Young & De Young (1989) y modificada por Paya et al. (1993). Este
bioensayo se realizo en las instalaciones del bioterio de la Facultad de
Farmacia de la Universidad Nacional de Colombia en colaboracion con el
Doctor Luis Fernando Ospina. Mediante esta técnica se les indujo
inflamacion en las orejas a un grupo de ratones raza Ballce, para
posteriormente poder evaluar la actividad que tenian las fracciones en este

tipo de trauma.

Para inducir la inflamacion se administraron con una micropipeta 2,5 ng/oreja
de 13-acetato-12-tetradecanoilforbol (TPA) disueltos en 20 ulL de acetona.
Los tratamientos y la indometacina se disolvieron en 20 uL de acetona-etanol
(7:3) y las dosis escogidas fueron de 1 mg/oreja para los tratamientos, y 0,5
mg/oreja para la indometacina (figura 17). La dosis se escogid de ésta
manera siguiendo la guia del Doctor Ospina, quien es experto en el tema, y
asegura que ésta es la dosis indicada para evaluar extractos y fracciones
obtenidos a partir de plantas. Por otro lado, Yuequin (2006) en su tesis
Doctoral también reporta las mismas dosis para este tipo de bioensayo, por
lo cual también se siguieron los lineamientos de este autor para escoger la

dosis.

Los tratamientos y la indometacina se administraron tépicamente a razén de
10 uL por cada lado de la oreja derecha del raton, e inmediatamente después
de haber hecho esto en todas las cajas, el TPA fue administrado de igual
forma y en la misma razén. La oreja izquierda de los ratones no fue tratada

con el fin de poder calcular posteriormente los deltas de inflamacion.
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Figura 17. Tratamientos, Indometacina y su administracion. Fotos tomadas por el
autor.

Ya que para esta técnica el edema es maximo 4h después de la aplicacion
del agente irritante, transcurridas cuatro horas después la administracion de
éste, los animales se sacrificaron por dislocacion cervical y se tomaron
secciones circulares de las dos orejas del animal. Esto se hizo con la ayuda
de un sacabocados de 6mm de diametro para asegurar que las muestras

tomadas fueran todas del mismo tamano (Figura 18).

El experimento se realizo de acuerdo con los lineamientos del Comité de
Etica de la Universidad Nacional de Colombia y a los lineamientos éticos

internacionales para el cuidado y uso de animales de experimentacion.

Figura 18. Proceso para sacar las secciones circulares de 6mm de ambas orejas.
Fotos tomadas por el autor.
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Para poder evaluar la acciéon antiinflamatoria que podian haber tenido los
tratamientos, se pesaron las secciones circulares de la oreja izquierda y de la
oreja derecha de cada raton, con el fin de poder determinar por diferencia, el
edema como delta de peso. Los resultados se expresaron en términos de
éstos deltas de peso y como porcentajes de inhibicién de inflamacién con

respecto al grupo control.

Para calcular los deltas de peso se utiliza la siguiente expresion:
APeso = PO, - PO,

Donde PO, corresponde al peso de la oreja tratada (derecha) y PO,

corresponde al peso de la oreja no tratada (izquierda).

Para calcular el porcentaje de inhibicion de inflamacion se utiliza la siguiente

expresion:

% x100
XA

C

%l nhibicion=100—-

Donde AR, corresponde al delta de peso de cada uno de los individuos

dentro de cada tratamiento y XAP. corresponde a la media aritmética de los

deltas de peso del grupo control.
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5.2.2.8 Cromatografias de Capa Delgada

En el caso de las fracciones obtenidas de los extractos de las Hojas y la
Corteza de Bursera tomentosa se realizaron Cromatografias de Capa
Delgada para comparar las fracciones homologas de los extractos en Petrol y

en Etanol de cada una de las partes de la planta, como el ejemplo que se

!

Figura 19. A: Fraccién AcOEt del Extracto en Petrol de las Hojas.
B: Fraccion AcOEt del Extracto en Petrol de la Corteza.
Fase movil AcOEt - CH2CI2 (7:3), Fase estacionaria
Silicagel G 60 F 254

muestra en la Figura 19.

Las Cromatografias de Capa Delgada fueron hechas en placas de Silicagel G
60 F 254 Merck y las fases moviles fueron escogidas de acuerdo al solvente
con que fueron extraidas las fracciones y a las propiedades de las mismas.
Las cromatoplacas median 7 cm de largo por 3 cm de ancho. Por otro lado,
para realizar las cromatografias, las muestras de las fracciones obtenidas a
partir de extractos en Petrol fueron disueltas en el solvente con el cual se
fracciono, mientras que las muestras de las fracciones obtenidas a partir de

extractos en Etanol fueron disueltas todas en EtOH.

Las fases moviles para las cromatografias realizadas se muestran en la

siguiente tabla (Tabla 1):

54



Tabla 1. Fases Moviles y Estacionarias de las Cromatografias Hechas para las
Fracciones Obtenidas de Los extractos en Petrol y en Etanol.

Fracciones Fases Moviles Fases
Estacionarias

Fracciones Petrol de los extractos en Petrol de

Hojas y Corteza Eter de Petréleo puro Silica gel G60 F
254
Fracciones CH2Cl2 de los extractos en Petrol
de Hojas y Corteza CH2Cl2 puro Silicagel G60 F
254
Fracciones AcOEt de los extractos en Petrol
de Hojas y Corteza AcOEt - CH2Cl2 Silica gel G 60 F
(7:3) 254
Fracciones Petrol de los extractos en Etanol )
de Hojas y Corteza Eter de Petréleo- Silica gel G 60 F
AcOEt (9:1) 254
Fracciones CH2Cl2 de los extractos en Etanol
de Hojas y Corteza CH2Cl2-AcOEt Silica gel G60 F
(9.5:0.5) 254
Fracciones AcOEt de los extractos en Etanol
de Hojas y Corteza CH2Cl2 - CH30H Silicagel G60 F
(8.5:1.5) 254

5.3 Andlisis Estadistico

Los resultados obtenidos a partir del bioensayo se procesaron mediante un
Andlisis de Varianza de una sola via (ANOVA) ya que este es el analisis que
correspondia al disefio experimental. Para poder hacer el analisis de
varianza se realizaron previamente una prueba de Levene para comprobar la
homogenidad de varianzas, y una prueba de Shapiro-Wilk para comprobar la

distribuciéon normal de los datos.

Finalmente se hizo una prueba de comparacion multiple para averiguar
cuales de los tratamientos eran mas significativos. Asi pues, se realizo una
prueba de Dunnett, ya que en esta prueba los tratamientos se comparan
contra el control, lo cual es el analisis mas apropiado para el experimento
planteado y para los resultados obtenidos. Con las medias de los deltas de
peso y con las medias de los porcentajes de inflamacion se hicieron graficas

para condensar y organizar mejor la informacién.

55




6. RESULTADOS

6.1 Cantidades y Rendimiento de los Extractos y las Fracciones

Derivados de Bursera tomentosa.

Del material vegetal seco y molido, se obtuvieron las siguientes cantidades

de peso seco en gramos (g), y se obtuvo el rendimiento en porcentaje (%)

para los extractos secos en Petrol y en Etanol (Tabla 2 y Tabla 3):

Tabla 2. Pesos y rendimiento, del material seco y los extractos en Petrol, de Hojas
y Corteza de Bursera tomentosa.

Peso Peso Peso
Planta Partes Seco Extracto en || Extracto en [| Rendimiento
(9) Petrol AF (g) || Petrol DF (g) (%)
Bursera | Hojas 835 16.96 12.33 1.47
tomentosa [ Corteza || 1813 30.20 30.20 1.66

AF= Antes de Flocular

DF= Después de Flocular

Tabla 3: Pesos y rendimiento, del material seco y los Extractos en Etanol, de Hojas
y Corteza de Bursera tomentosa.

Peso Peso Peso
Seco Extracto en Extracto en || Rendimiento
Planta Partes (@) Etanol AF Etanol DF (%)
@) (9)
Bursera Hojas 835 41.20 20.48 2.45
tomentosa || Corteza || 1813 27.09 8.59 0.47

AF= Antes de Flocular

DF= Después de Flocular

De cada uno de los extractos secos en Petrol y en Etanol se obtuvieron tres

fracciones a las cuales también se les calcularon los siguientes pesos secos

en gramos (g) y los respectivos rendimientos en porcentaje (%) (Tabla 4):

56



Tabla 4: Pesos y rendimiento, de las Fracciones para los Extractos en Petrol y en
Etanol, de Hojas y Corteza de Bursera tomentosa.

Tipo de Extracto Peso del Fraccion Peso de la Rendimiento

Extracto (g) Fraccion (9) (%)

Petrol 2.93 23.76

Extracto en Petrol 12.33 CH2Cl2 8.50 68.93
de las Hojas AcCOEt 0.62 5.51
Petrol 1.82 8.88

Extracto en Etanol 20.48 CH2Cl2 3.75 18.31

de las Hojas AcCOEt 4.65 22.70
Petrol 0.36 1.19

Extracto en Petrol 30.20 CH2Cl2 21.16 70.06
de la Corteza ACOEt 0.62 2.05
Petrol 0.82 9.54

Extracto en Etanol 8.59 CH2Cl2 2.02 23.51
de la Corteza AcOEt 0.35 4.07

6.2 Pruebas Quimicas Preliminares Para las Fracciones Derivadas de

los extractos de Bursera tomentosa.

A las fracciones Petrol, CH2Cl2 y AcOEt obtenidas a partir de los extractos en

Petrol y en Etanol se les realizaron las siguientes pruebas quimicas

preliminares con sus respectivos resultados (Tabla 5 y Tabla 6):

Tabla 5. Pruebas quimicas preliminares para las Fracciones derivadas de los
extractos en Petrol, de las Hojas y la Corteza de Bursera tomentosa.

Tipo de Extracto

Extracto en Petrol de

Extracto en Petrol de la

las Hojas Corteza
Fraccién Petrol || CH2Cl2 || AcOEt || Petrol || CH2Cl2 || AcOEt
Lieberman-Burchard + + + + + +
(Esteroides y Esteroles)
Salkowski + + + + + +
Prueba (Terpenos)
Quimica Baljet + + + + + +
(Terpenos y Esteroles)
Hidroxamato Férrico - - - - - -
(Sesquiterpenlactonas)
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Tabla 6. Pruebas quimicas preliminares, de las fracciones derivadas de los
extractos en Etanol, de las Hojas y la Corteza de Bursera tomentosa.

Tipo de Extracto Extracto en Etanol de Extracto en Etanol de
las Hojas la Corteza
Fraccién Petrol || CH2Cl2 || AcOEt || Petrol | CH2Cl2 || AcOEt
Shinoda
(Flavonoides y Fenoles) - + + - + +

Cloruro Férrico
(Flavonoides y Fenoles)

- + + - + +
Prgepa Drangendroff - - _ _ _ _
Quimica (Alcaloides)
Prueba de Antrona
(Glicosidos de _ _ + ) ) )

Flavonoides o de
terpenos)

Prueba de la Espuma - - - - - -
(Saponinas)

6.3 Pesos de las Orejas (secciones circulares) Obtenidos en el

Bioensayo para los Tratamientos (Fracciones, Control e Indometacina).

Del bioensayo realizado con las fracciones obtenidas a partir de los extractos
en Petrol y En Etanol de las Hojas se obtuvieron los siguientes pesos de las

secciones circulares sacadas de cada oreja de los ratones: Tabla 7.

Del bioensayo realizado con las fracciones obtenidas a partir de los extractos
en Petrol y En Etanol de la Corteza se obtuvieron los siguientes pesos de las

secciones circulares sacadas de cada oreja de los ratones: Tabla 8.

Para la sustancia control (acetona-etanol), que a su vez era el vehiculo de
dilucion, y para la Indometacina, que era el farmaco patrén, evaluadas en el
bioensayo, se obtuvieron los siguientes pesos de las secciones circulares

sacadas de cada oreja de los ratones: Tabla 9.
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Tabla 7: Pesos obtenidos a partir de las secciones circulares sacadas de las orejas
sin Tratar y Tratada de cada ratén. Fracciones obtenidas de las Hojas.

Pesos en (g) de secciones circulares
Tratamiento Individuo Oreja sin Tratar Oreja Tratada

1 18.1 37.2

2 13.2 34.3

Fraccion Petrol 3 133 o
Extracto en Petrol . .

Hojas 4 13.6 28.1

5 12.4 28.4

6 12.4 25 7

1 14.5 296

2 12.6 31.7

Fraccion CH:Cl2 3 128 o4
Extracto en Petrol - .

Hojas 4 141 25.6

5 13.6 21.8

6 13.8 16.4

1 13.6 24.8

2 12.5 19.8

Fraccion AcOEt 3 156 3t
Extracto en Petrol . .

Hojas 4 13.6 28.3

S 12.6 24.2

6 10.9 18.7

1 8.7 30.1

2 14.2 26.3

Fraccion Petrol 3 1o ac
Extracto en Etanol - .

Hojas 4 10.3 25.5

5 11.4 24.4

6 12.6 19.2

1 18.9 25.9

2 13.3 29.9

Fraccién CHzCl: 3 153 =
Extracto en Etanol . .

Hojas 4 13.5 217

S 13.5 222

6 11.3 17.6

1 14.0 27.6

= i6n AcOEt 2 13.1 235

raccion Ac

Extracto en Etanol 3 13.5 24.6

Hojas 4 13.3 26.5

5 11.6 27.9

6 12.0 27.5
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Tabla 8: Pesos obtenidos a partir de las secciones circulares sacadas de las orejas
sin Tratar y Tratada cada ratén. Fracciones obtenidas de la Corteza.

Pesos en (g) de secciones circulares

Tratamiento Individuo Oreja sin Tratar Oreja Tratada
1 16.2 32.6
Fraccion Petrol 2 14.6 25.7
Extracto en Petrol 3 13.2 29.0
Corteza 4 14.6 276
5 15.2 319
6 11.6 251
1 15.5 28.5
Fraccién CH:Cl 2 18.2 24.6
Extracto en Petrol 3 14.5 32.2
Corteza 4 18.6 296
5 12.9 31.0
6 12.3 259
1 15.8 26.7
Fraccion AcOEt 2 14.0 26.7
Exi?ggtlc?:len E’etrol 3 15.3 30.7
Corteza 4 12.5 18.0
5 16.5 28.3
6 11.9 21.2
1 11.8 29.5
Fraccién Petrol 2 14.1 32.0
Extracto en Etanol 3 153 29.9
Corteza 4 15.7 255
5 14.8 315
6 14.2 26.0
1 12.5 33.6
Fraccién CH:Cl 2 136 314
Ex:?;;cctlgr;n Etzanzol 3 15.0 30.4
Corteza 4 14.5 292
5 15.5 26.3
6 13.6 24.0
1 15.0 315
Fraccion ACOEt 2 20.0 28.0
Extr?actlo en Etanol 3 16.1 274
Corteza 4 12.2 235
5 14.9 325
6 13.8 245
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Tabla 9: Pesos obtenidos a partir de las secciones circulares sacadas de las orejas
sin Tratar y Tratada de cada raton. Control e Indometcina.

Pesos en (g) de secciones circulares

Tratamiento Individuo Oreja sin Tratar Oreja Tratada
1 11.2 17.3
2 12.5 18.5
Indometacina 3 16.8 23.7
4 15.5 21.7
5 18.9 25.9
6 14.2 20.8
1 17.3 32.2
2 15.4 37.7
Control 3 13.5 29.9
(Vehiculo) 4 16.5 28.1
5 12.9 29.0
6 13.8 28.1
7 12.6 31.7

6.4 Deltas de Peso y Porcentajes de Inhibicion de Inflamacion
Calculados para el Edema Auricular Tratado con las Fracciones, el

Control y la Indometacina.

Para las Fracciones obtenidas a partir de los Extractos en Petrol y en Etanol
de las Hojas, se calcularon los siguientes deltas de peso y porcentajes de
Inhibicion de inflamacion, con respecto a las mediciones del edema inducido

en el bioensayo: Tabla 10.

Para las Fracciones obtenidas a partir de los Extractos en Petrol y en Etanol
de la Corteza, se calcularon los siguientes deltas de peso y porcentajes de
inhibicion de inflamacion (PIl), con respecto a las mediciones del edema

inducido en el bioensayo: Tabla 11.

Los valores negativos de PIl que se reportan en las tablas para algunas

repeticiones significan que no hubo actividad antiinflamatoria.
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Tabla 10. Deltas de Peso y Porcentajes de Inflamacion calculados para las
fracciones Petrol, CH2Cl2 y AcOEt obtenidas de los Extractos de las Hojas.

Tratamiento Individuo Delta de peso Inhibicion Inflamacion

(4) (%)
1 19.1 -16.56
Eraccion Petrol 2 21.1 28.77
Extr?z:cctlc?gn Igertorol 3 12.8 21.88
Hojas 4 14.5 11.51

5 16.0 2.35

6 13.3 18.83

1 15.1 7.85
Fraccion CHClI 3 1.1 -16.56
Exrt?gc?tlgr:an P;trél 3 15.6 4.80
Hojas 4 11.5 29 82

S 8.2 49.96

6 2.6 84.13

1 11.2 31.65

Fraccion AcOEt _ 73 59.45
Ex;?acgtlc?r;n ICDetroI 3 10.9 33.48
Hojas 4 14.7 10.29

5 11.6 29.21

6 7.8 52.40
1 21.4 -30.60

Fraccién Petrol 2 12.1 26.16
Extrrzlcc%ogn Igt;%ol 3 1.9 27.38
Hojas 4 15.2 7.24

S 13.0 20.66

6 6.6 59.72

1 7.0 57.28

Fraccion CH:CI 2 16.6 -1.31
Extractlo en Etzanzol 3 12.2 25.54
Hojas 4 8.2 49.96

5 8.7 46.90

6 6.3 61.55

1 13.6 17.00

Fraccién AcOEt 2 10.4 36.53
Extrra;cctlc?gn I;tanol 3 1.1 32.26
Hojas 4 13.2 19.44

5 16.3 0.52

6 15.5 5.41
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Tabla 11. Deltas de Peso y Porcentajes de Inflamacion calculados para las
fracciones Petrol, CH2Cl2 y AcOEt obtenidas de los Extractos de la Corteza.

Tratamiento Individuo Delta de peso Inhibicién de Inflamacion
(A) (%)
1 16.4 -0.09
2 11.1 32.26
Fracciéon Petrol 3 58 507
Extracto en Petrol : .
Corteza 4 13.0 20.66
5 16.7 -1.92
6 13.5 17.61
1 13.0 20.66
2 6.4 60.94
Fraccion CH2Cl2 3 77 =02
Extracto en Petrol : .
Corteza 4 11.0 32.87
5 18.1 -10.46
6 13.6 17.00
1 10.9 33.48
2 12.7 22.49
Fraccion AcOEt 3 54 >
Extracto en Petrol : -
Corteza 4 5.5 66.43
S 11.8 27.99
6 9.3 43.24
1 17.7 -8.02
2 17.9 -9.24
Fracciéon Petrol 3 146 550
Extracto en Etanol : .
Corteza 4 9.8 40.19
5 16.7 -1.92
6 11.8 27.99
1 21.1 -28.77
Fraccién CHaCl 2 17.8 -8.63
raccion 2Cl2
Extracto en Etanol 3 154 6.02
Corteza 4 14.7 10.29
5 10.8 34.09
6 10.4 36.53
1 16.5 -0.70
Fraccion AcOEt 2 30 51.18
raccion Ac
Extracto en Etanol 3 113 31.04
Corteza 4 11.3 31.04
S 17.6 -7.41
6 10.7 34.70
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Para el control (Vehiculo) y la indometacina (Patron), se calcularon los
siguientes deltas de peso con respecto a las mediciones del edema inducido
en el bioensayo: Tabla 12. El porcentaje de Inhibicion de inflamacion, solo se
calculé para la Indometacina, ya que éste valor se calcula con base en la
media aritmética de los deltas de peso del grupo control, y en consecuencia

si calculara para éste grupo (control) los valores serian cero:

Tabla 12. Deltas de Peso y Porcentajes de Inflamacion calculados para el Control y
la Indometacina.

Tratamiento Individuo || Delta de peso Inhibicion de Inflamacion

(4) (%)

1 6.1 62.77

2 6.0 63.38

Indometacina 3 6.9 57.89

4 6.2 62.16

S 7.0 57.28

6 6.6 59.72
1 14.9 NG
2 22.3 NC
Control 3 16.4 NC
(Vehiculo) 4 11.6 NC
) 16.1 NC
6 14.3 NC
7 19.1 NC

NC= Valor que No se Calculo

6.5 Andlisis Estadistico de los Datos Obtenidos en el Bioensayo

Los datos analizados estadisticamente fueron los deltas de peso, ya que
estos son los que determinan el edema o la inflamacion como tal. Asi pues,
como el disefio experimental era completamente al azar y el unico factor que
vario fueron los tratamientos, se decidié hacer un analisis de varianza de una
via (ANOVA).
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Ya que el Anadlisis de Varianza (ANOVA) es una prueba paramétrica, lo
primero que se hizo fue comprobar los parametros requeridos para poder
realizarla. En consecuencia, antes se hicieron otras dos pruebas para
comprobar la distribucion Normal y la Homegenidad de Varianzas de la

poblacion.

La distribucidon Normal se evalu6 mediante una prueba de Shapiro-Wilk
hecha con un nivel de confianza del 95%, la cual pone en contraste las dos

siguientes hipotesis:

Ho: La poblacién sigue una distribucion Normal

Ha: La poblacion no sigue una distribucion Normal

Con respecto a lo dicho anteriormente, la prueba de Shapiro-Wilk realizada
indico que la poblacién de datos seguia una distribucién Normal ya que el
valor p=0.52 fue mayor que el a=0.05 y por lo tanto no se rechazo la

hipétesis nula (Figura 20).

La distribucion Normal fue calculada con el software R 2.9.0, y con este
mismo software se realizo una grafica con los datos observados y los datos
esperados para la poblacion, la cual demuestra la distribucion Normal de

ésta, y la contrasta con una linea de tendencia (Figura 21).

shapiro-Wilk normality test

data: ANAVASresiduals
W= 0.9859, p-wvalue =

Figura 20. Prueba de Shapiro-Wilk para comprobar Distribucion Normal.
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Observados

T T T T T
] -1 0 1 2

Esperados

Figura 21. Grafica de Normalidad para la poblacion de datos.

La Homogenidad de Varianzas se evalué mediante una prueba de Levene
hecha con un nivel de confianza del 95%, la cual pone en contraste las dos

siguientes hipotesis:

Ho: En la poblacién hay Homogenidad de Varianzas

Ha: En la poblacion no hay Homogenidad de Varianzas

Asi, la prueba de Levene que se hizo, indicd que habia Homogenidad de
Varianzas en la poblacion ya que el valor p= 0.36 fue mayor que el a=0.05,

por lo que no se rechazo la hipotesis nula (Tabla 13).

La Homogenidad de Varianzas fue calculada con el software SPSS 17.0, y
con el software R 2.9.0 se graficaron los valores observados y los valores
esperados para la poblacién, lo cual corroboro el resultado obtenido con el

estadistico de Levene (Figura 22).
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Tabla 13. Prueba de Levene para comprobar la Homogenidad de Varianzas.

Test of Homogeneity of Variances

Levene
Statistic df1 df2 Sig.

1.116 13 66 (§622

Observados
(s
Q

-10

T T T T T
0 20 40 50 80

Esperados

Figura 22. Grafica de Homogenidad de Varianzas para la poblacion de datos.

Después de comprobar lo parametros requeridos para el Analisis de
Varianza, se procedio a calcular el estadistico ANOVA de una sola via con un
nivel de confianza del 95%, el cual pone a prueba las dos siguientes

hipdtesis:

Ho: No existen diferencias significativas entre los Tratamientos

Ha: Al menos uno de los Tratamientos es diferente
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El ANOVA de una sola via fue calculado con el software SPSS 17.0., y el

resultado que éste arrojo fue que si existian diferencias significativas entre

los tratamientos, ya que el valor p= 2,80e ® fue mucho menor que el a=0.05,

por lo cual se rechazé la hipétesis nula (Tabla 14).

Tabla 14. Analisis de Varianza de una sola via para los Tratamientos.

ANOVA
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 640.855 13 49.297 5.204
Within Groups 625.265 66 9.474
Total 1266.120 79

Como el Analisis de Varianza puso en evidencia que habia diferencias
altamente significativas entre los Tratamientos, después se procedié a
realizar una prueba de comparacién multiple para averiguar cuales eran los

Tratamientos mas significativos.

La prueba de comparacion multiple que se escogidé para analizar los datos
fue la prueba de Dunnett, ya que esta prueba compara las medias de cada
uno de los Tratamientos contra el Control, lo cual permite mirar que tan
buena fue la respuesta de cada uno de ellos con respecto a la respuesta del

Control.

La prueba de Dunnett se calculo con el Software SPSS 17.0, con un nivel de

confianza del 95%. Este estadistico pone a prueba las siguientes hipétesis:

Ho: La media del Tratamiento X es igual a la media del Control

Ha: La media del Tratamiento X es diferente a la media del Control
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La prueba de Dunnett indico que los Tratamientos mas significativos
obtenidos de las Hojas de la planta fueron la fraccion AcOEt del Extracto en
Petrol con un valor p=0.013 y la fraccion CH2Cl2 del extracto en Etanol con
un valor p=0.001. Asi pues, ya que estos dos valores eran menores que el
a=0.05 entonces se rechazo la hipotesis nula. De los tratamientos sacados
de la Corteza de la planta, el unico significativo fue la fraccion AcOEt del
extracto en Petrol con un valor p=0.023 que era menor que el a=0.05, por lo

cual se rechazo la hipotesis nula (Tabla 15).

Tabla 15. Prueba de Comparacion Multiple de Dunnett.

Multiple Comparisons

Dunnett t (2-sided) >

Mean
Difference (I-

(1) Tratamientos (J) Tratamientos J) Std. Error | Sig.
Fraccion Petrol Extracto Control -.2524 1.7124 1.000
en Petrol Hojas
Fraccion CH2CI2 Extracto Control -2.4857 1.8023 790
en Petrol Hojas
Fraccion AcOEt Extracto Control -5.8024 1.7124 @,
en Petrol Hojas
Fraccion Petrol Extracto Control -4,6257 1.8023 A1
en Etanol Hojas
Fraccion CH2CI2 Extracto Control -7.9057 1.8023 .001Y)
en Etanol Hojas
Fraccion AcOEt Extracto Control -3.0357 1.7124 .500
en Etanol Hojas
Fraccion Petrol Extracto Control -1.9690 1.7124 918
en Petrol Corteza
Fraccion CH2CI2 Extracto Control -1.7057 1.8023 978
en Petrol Corteza
Fraccion AcOEt Extracto Control -5.4524 1.7124 023 )]
en Petrol Corteza
Fraccion Petrol Extracto Control -1.6357 1.7124 .976
en Etanol Corteza
Fraccion CH2CI2 Extracto Control -1.3524 1.7124 .995
en Etanol Corteza
Fraccién AcOEt Extracto Control -2.9057 1.8023 .620
en Etanol Corteza
Indometacina Control -9.9190 1.7124 .000

a. Dunnett t-tests treat one group as a control, and compare all other groups against it.

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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6.6 Analisis Grafico del Promedio de los Deltas de Peso y de los

Porcentajes de Inhibiciéon de Inflamacién.

Los valores obtenidos para los Tratamientos, el Control y la Indometacina se
promediaron con el fin de condensar y analizar la informacién de forma
grafica. Con la media de los porcentajes de inhibicion de Inflamacion se
realizo una grafica que corroboro los resultados del analisis estadistico, ya
que los tratamientos que tuvieron una accion antiinflamatoria significativa
fueron aquellos que tuvieron promedios de inhibicion de inflamacién mas
altos. Asi pues, para la Hojas de la planta, la fraccion AcOEt del Extracto en
Petrol y la fraccion CH2Cl2 del extracto en Etanol tuvieron un valor medio de
porcentaje de inhibicion de inflamacion de 3541% y 39.99%
respectivamente. Asi mismo, para la corteza de la planta, la fraccion AcOEt
del extracto en Petrol tuvo un valor medio de porcentaje de inhibicion de
inflamacion de 33.28% (Figura 23).

Promedios de % de Inhibicion de Inflamacion
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Tratamientos
] Fraccion Petrol Extracto en Petrol Hojas ] Fraccién CH2CI2 Extracto en Petrol Hojas
O Fraccion AcOEt Extracto en Petrol Hojas O Fraccion Petrol Extracto en Etanol Hojas
| Fraccion CH2CI2 Extracto en Etanol Hojas O Fraccion AcOEt Extracto en Etanol Hojas
] Fraccion Petrol Extracto en Petrol Corteza O Fraccion CH2CI2 Extracto en Petrol Corteza
] Fraccion AcOEt Extracto en Petrol Corteza ] Fraccion Petrol Extracto en Etanol Corteza
O Fraccion CH2CI2 Extracto en Etanol Corteza O Fraccion AcOEt Extracto en Etanol Corteza
u Indometacina

Figura 23. Promedios de Porcentajes de Inhibicion de Inflamacion para los
Tratamientos y la Indometacina.
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Con las medias de los deltas de peso se realizaron graficas para observar la
evolucion del edema contra el tiempo de duracion del bioensayo. En
consecuencia, se comparé graficamente el Control con la Indometacina que
era el farmaco patron (Figura 24), también se compararon los Tratamientos
significativos entre ellos (Figura 25), y finalmente la Indometacina, el Control
y los Tratamientos significativos entre si (Figura 26). En estas graficas se
puede observar como el Control no tiene ningun efecto sobre el edema
pasadas cuatro horas después de su induccion ya que éste es maximo en
éste tiempo, mientras que los Tratamientos significativos tienen una accion
antiinflamatoria muy parecida a la de la Indometacina, al culminar el tiempo

del experimento.

Evolucion del Edema vs Tiempo

220 _—
S 15 | P

w

Hora 0 Hora 4
Tiempo (h)

Control (Vehiculo) Indometacina (Patron)

Figura 24. Evoluciéon del Edema para el Control y la Indometacina con respecto al
Tiempo de duracion del Bioensayo.
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Evolucion del Edema Vs Tiempo

Hora 0 _ Hora 4
Tiempo (h)

Fraccion AcOEt Extracto en Petrol Hojas Fraccién CH2CI2 Extracto en Etanol Hojas

Fraccion AcOEt Extracto en Petrol Corteza

Figura 25. Evolucion del Edema para los Tratamientos significativos con respecto
al Tiempo de duracion del Bioensayo.

Evolucion del Edema Vs Tiempo

Hora 0 . Hora 4
Tiempo (h)
Control (Vehiculo) Indometacina (Patron)
Fraccion AcOEt Extracto en Petrol Hojas Fraccion CH2CI2 Extracto en Etanol Hojas

Fracciéon AcOEt Extracto en Petrol Corteza

Figura 26. Evolucion del Edema para el Control, la Indometacina y los
Tratamientos Significativos con respecto al Tiempo de duracion del Bioensayo.
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6.7 Resultados de las Cromatografias de Capa Delgada

A continuacion se muestran las fotos tomadas a las Cromatografias de Capa
Delgada realizadas para las fracciones de los extractos en Petrol y en Etanol
de las Hojas y la Corteza. En las fotos de las cromatografias se aprecian las
manchas presentes al ser reveladas bajo luz UV y las manchas presentes al
ser reveladas con Vainillina. Las manchas mas notorias y las mas relevantes
fueron numeradas y marcadas con un circulo rojo como se muestra en las
siguientes figuras (Figura 27, la Figura 28, la Figura 29, la Figura 30, la
Figura 31, la Figura 32 y la Figura 33). Los Rf calculados para cada una de

las manchas se muestran en el anexo 3.

Figura 27. Cromatografia de Capa Delgada para las fracciones Petrol de los extractos en
Petrol. Fase Movil Eter de Petréleo puro. Fase Estacionaria Silica gel G 60 F 254
A=Fraccion Petrol del extracto en Petrol de las Hojas.
B=Fraccién Petrol del extracto en Petrol de la Corteza.
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Figura 28. Cromatografia de Capa Delgada para las fracciones Petrol de los extractos en
Etanol. Fase Mévil Eter de Petréleo-AcOEt (9:1). Fase Estacionaria Silica gel G 60 F 254
A=Fraccion Petrol del extracto en Etanol de las Hojas.
B=Fraccién Petrol del extracto en Etanol de la Corteza.

Figura 29. Cromatografia de Capa Delgada para las fracciones CH2Clz de los extractos en
Petrol. Fase Mévil CH2Cl2 puro. Fase Estacionaria Silica gel G 60 F 254
A=Fraccion CH2Cl2 del extracto en Petrol de las Hojas.
B=Fraccién CH2Cl2 del extracto en Petrol de la Corteza.
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Figura 30. Cromatografia de Capa Delgada para las fracciones CH2Cl2 de los extractos en
Etanol. Fase Movil CH2Cl2-AcOEt (9.5:0.5). Fase estacionaria Silica gel G 60 F 254.
A=Fraccion CH2Cl2 del extracto en Etanol de las Hojas.
B=Fraccién CH2Cl2 del extracto en Etanol de la Corteza.

Figura 31. Cromatografia de Capa Delgada para las fracciones AcOEt de los extractos en
Petrol. Fase Movil AcOEt - CH2Clz (7:3). Fase Estacionaria Silica gel G 60 F 254.
A=Fraccion AcOEt del extracto en Petrol de las Hojas.
B=Fraccién AcOEt del extracto en Petrol de la Corteza.
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Figura 32. Cromatografia de Capa Delgada para las fracciones AcOEt de los extractos en
Etanol. Fase Movil CH2Cl2 - CH30H (8.5:1.5). Fase Estacionaria Silica gel G 60 F 254.
A=Fraccion AcOEt del extracto en Etanol de las Hojas.
B=Fraccién AcOEt del extracto en Etanol de la Corteza.
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7. DISCUSION

Las pruebas quimicas preliminares y las cromatografias de capa delgada
hechas para las fracciones de los extractos en Petrol y en Etanol de Hojas y
Corteza de Bursera tomentosa revelaron la presencia de esteroides,

esteroles, terpenos, flavonoides, fenoles y glicosidos.

Segun la prueba de Lieberman-Burchard hecha para las fracciones de los
extractos en Petrol de Bursera tomentosa se demostré la presencia de
esteroides y esteroles en todas las fracciones de los extractos (Tabla 5). Asi
mismo, las cromatografias de capa delgada hechas para las fracciones de
los extractos en Petrol muestran manchas de color azul, rosa violaceo y gris.
En consecuencia en la cromatografia hecha para las fracciones Petrol de los
extractos en Petrol, se ve una mancha azul para la Corteza (Figura 27).
También se evidencian una gran mancha azul en la fraccion CH2Cl2 del
extracto en Petrol de las Hojas y varias manchas color rosa violaceo en la
misma fraccion pero del extracto de la Corteza (Figura 29). Finalmente se
pueden ver claramente las manchas grises presentes en la cromatografia
hecha para las fracciones AcOEt de los extractos en Petrol de las dos partes
de la planta (Figura 31). Esto concuerda con lo reportado por Dominguez
(1985), ya que segun éste, los esteroles y metilesteroles se pueden extraer
con solventes de mediana a baja polaridad como el éter de petrdleo, el
bisulfuro de carbono, el cloroformo y el éter etilico. Por otro lado, al revelar
las cromatografias de capa delgada, éstos compuestos originan manchas
rosas que cambian a azul (Dominguez 1985). Asi mismo, Bilbao (1993)
reporta que los esteroides pueden originar en las cromatoplacas manchas de

color azul, verde, violeta, rosa violaceo o gris.
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Las pruebas de Salkowski y de Baljet también fueron positivas para todas las
fracciones de los extractos en Petrol de los dos 6rganos de la planta,
demostrando la presencia de terpenos en éstas fracciones (Tabla 5). La
presencia de éstos compuestos en los extractos de la planta también se
corroboro con los resultados de las cromatografias de capa delgada, ya que
en ellas se pueden evidenciar una gran cantidad de manchas violeta. Asi, se
pueden ver manchas de este color en la base de la placa cromatografica y en
la parte superior, en la cromatografia realizada para las fracciones Petrol de

los extractos en Petrol (Figura 27).

También se pueden ver algunas manchas violetas en la cromatografia de las
fracciones CH2Cl2 de los extractos en Petrol (Figura 29) y una mancha del
mismo color en la cromatografia de las fracciones AcOEt del extracto en
Petrol de las Hojas. Lo anterior concuerda con lo reportado por Bilbao (1993)
quien asegura que los compuestos terpenoides se pueden separar con
solventes o mezclas de ellos, de todas las polaridades, como por ejemplo el
hexano, el éter de petrdleo, el benceno, el éter isopropilico, el acetato de
etilo, la acetona y el etanol. Por otro lado, los terpenoides son los
compuestos que dan origen biogenético a los esteroides, y las reacciones
coloridas para éstos compuestos no son verdaderamente especificas ya que
otros tipos de sustancias, tales como los glicosidos cardiotonicos, los
esteroalcaloides y algunas saponinas, también tienen detalles estructurales
comunes o analogos (Dominguez 1985). Sin embargo, en las cromatografias
de capa delga, los compuestos terpenoides suelen originar manchas de color

azul o violeta al revelarlas (Bilbao 1993).

La prueba del Hidroxamato Ferrico fue negativa para todas las fracciones de
los extractos en Petrol lo cual demuestra que no se detectaron
sesquiterpenlactonas en las Hojas o en la Corteza (Tabla 5). Asi mismo, las

cromatografias de capa delgada para las fracciones de los extractos en
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Petrol no muestran manchas caracteristicas para éstos compuestos (Figuras
27, 29 y 31). Esto es congruente con lo reportado por Dominguez (1985) ya
que segun éste, las sesquiterpenlactonas se pueden extraer con solventes
de mediana polaridad tales como el cloroformo o el éter etilico. Por otro lado,
segun el anterior autor, estos compuestos originan manchas de color rojo,

verde y negro al revelar las cromatografias de capa delgada.

Las pruebas de Shinoda y del Cloruro Ferrico fueron positivas para las
fracciones CH2Cl2 y AcOEt de las dos partes de la planta demostrando la
presencia de flavonoides y fenoles (Tabla 6). Asi mismo, en las
cromatografias de capa delgada realizadas para las fracciones AcOEt y
CH2Cl2 de los extractos en Etanol se observan manchas de color amarillo-
verdoso y café negrusco bajo luz ultravioleta (Figuras 30 y 32). Estas mismas
cromatografias muestran manchas de color amarillo y café después del
revelado con vainillina, lo que deja claro una alta concentracion de
flavonoides en las fracciones AcOEt de las dos partes de la planta y una baja
concentracion de éstos compuestos en las fracciones CH2Cl2 (Figuras 30 y
32). Lo anterior concuerda con el hecho de que los flavonoides, las flavonas
y los flavonoles se pueden extraer de soluciones acuosas con solventes de
mediana a alta polaridad como el éter etilico y el acetato de etilo (Dominguez
1985). Por otro lado, en las cromatografias de capa delgada, los flavonoles
muestran manchas amarillo-verdosas, las flavonas manchas cafés y las
antocianinas manchas cafés o negras al revelar bajo luz ultravioleta
(Dominguez 1985). Asi mismo, al revelar las cromatografias de capa delgada
adicionandoles un alcali, las flavonas y los flavonoles se ponen amarillos, las
flavonas e isoflavonas viran a diversos tonos de rojo, las chalconas a purpura
rojizo, los flavonoles a café anaranjado y las antocianinas a azul (Dominguez
1985, Bilbao 1993).

79



La prueba de Drangendroff fue negativa para todas las fracciones de los
extractos en Etanol de las Hojas y la Corteza, lo que pone en evidencia que
no se detectaron alcaloides en ninguna de las dos partes de la planta
analizadas (Tabla 6). También se puede inferir que las cromatografias de
capa delgada realizadas para las fracciones de los extractos en Etanol no
presentan manchas caracteristicas de alcaloides, ya que como se comenté
anteriormente, la prueba quimica para estos compuestos fue negativa y
ademas el agente cromogénico fue vainillina, el cual no es especifico para
alcaloides y no los muestra con claridad (Figuras 28, 30 y 32). Esto es
congruente con lo reportado por Dominguez (1985) quien sefala que los
alcaloides se pueden extraer de soluciones acuosas con solventes de
mediana polaridad tales como el cloroformo, el cloruro de metileno y el éter
etilico o isopropilico. Este mismo autor también sefala que este tipo de
compuestos muestran manchas de color marron, rosa o violeta en las

cromatografias de capa delgada reveladas con yodoplatinato de potasio.

La prueba de la Antrona realizada para las fracciones de los extractos en
Etanol de las dos partes de la planta revelo la presencia de glicosidos solo en
la fraccion AcOEt de las Hojas (Tabla 6). Esto es congruente con la
cromatografia de capa delga realizada para esta fraccion ya que las manchas
para estos compuestos se pueden ver de color verde violaceo bajo luz
ultravioleta tal y como se ve en la Figura 32. Lo anterior concuerda con lo
mencionado por Dominguez (1985), el cual asegura que los glicosidos
cardiotonicos se pueden extraer con acetato de etilo puro o con metanol. Asi
mismo, estos compuestos se ven de color purpura o azul al revelar las
cromatografias de capa delgada, pero las manchas se desvaneces después
de 10 minutos (Dominguez 1985). Los Glicésidos cardiotonicos también
pueden virar a colores rojos o verdes violaceos (Bilbao 1993). Al revelar las
cromatografias bajo luz ultravioleta éstos compuestos pueden tener las

mismas tonalidades mencionadas anteriormente (Dominguez 1985).
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La prueba de la espuma hecha para las fracciones de los extractos en Etanol
fue negativa en todos los casos poniendo en evidencia que no hay saponinas
ni en las Hojas ni en la Corteza (Tabla 6). Esto es congruente con la
cromatografia hecha para las fracciones AcOEt de los extracto en Etanol de
las dos partes de la planta, ya que en ellas no se ven manchas que
demuestren su presencia (Figura 32). En consecuencia, los resultados son
congruentes con hecho de que las saponinas se pueden extraer con
solventes de alta polaridad tales como el etanol o el metanol (Dominguez
1985). Igualmente, éste tipo de compuestos muestran machas de color verde
al revelarse la cromatografia de capa delgada (Dominguez 1985), las cuales

no se ven en la cromatoplaca mencionada anteriormente.

Sin embargo, lo anterior contrasta con la investigacion de Rojas (2008), ya
que las pruebas quimicas preliminares que él realizo para los extractos de
Bursera tomentosa fueron positivas para saponinas, lo cual se puede deber
quiza a que la planta fue muestreada en otra zona, y por ende las
condiciones ambientales que habia alli permitieron cambios en la produccion

y en la concentracion de ciertos metabolitos.

En lo que respecta al bioensayo realizado para evaluar la actividad
antiinflamatoria de las fracciones, la prueba estadistica de Dunnett los mostré
que los tratamientos mas significativos fueron los representados por las
Fracciones CH2Cl2 del extracto en Etanol de la Hojas y AcOEt del extracto en
Petrol de Hojas y Corteza, con valores p de 0.001, 0.013 y 0.023
respectivamente (Tabla 15). Estos valores indican que estadisticamente
estas fracciones fueron la que mostraron mejor actividad antiinflamatoria en

el bioensayo.
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Lo anterior se corroboré al promediar los porcentajes de inhibicion de
inflamacion calculados para cada grupo experimental de animales al que se
le aplicaron estas fracciones. Asi, el grupo experimental al que se le aplico la
fraccion CH2Cl2 del extracto en Etanol de la Hojas presento la media de
porcentaje mas alta, con un valor del 39.99%. Igualmente los grupos a los
que se les aplicaron las fracciones AcOEt del extracto en Petrol de las Hojas
y AcOEt del extracto en Petrol de la Corteza tuvieron unos valores medios de
porcentaje de inhibicidn de inflamacion de 35.41% y 33.28% respectivamente
(Figura 23).

Por otro lado el promedio de porcentaje de inhibicion de inflamacion mas bajo
lo presento la fraccion Petrol del extracto en Petrol de las hojas, con un valor
de 1.54%. La fraccién CH2Cl2 del extracto en Etanol de la Corteza también
presento una media de porcentaje de inhibicién baja, con un valor de 8.25%,
lo cual contrasta con el resultado obtenido para la misma fraccion pero del
extracto de las Hojas, ya ésta fue la que tuvo una mejor actividad
antiinflamatoria. De acuerdo a esto se puede presumir que los compuestos
que podrian tener algun efecto antiinflamatorio presentes en la fraccion
CH2Cl2 del extracto en Etanol, estdn en muy bajas concentraciones o
ausentes, ya que la concentracion de metabolitos secundarios es diferente
en cada uno de los 6rganos de la planta (Azcén-Bieto & Talén 2000).
Igualmente también existe la posibilidad que en esta fraccion puedan haber
sustancias que en ves de inhibir la inflamacién mas bien puedan promoverla,
pero para asegura esto es necesario hacer otro tipo de experimentaciéon de

caracter bioquimico.

En la mayoria de investigaciones hechas con plantas de la familia
Burseraceae, los componentes aislados y responsables de diversas
actividades medicinales, incluyendo la desinflamacion, han sido compuestos

de tipo terpenoide o esteroide, lo que nos hace presumir que la actividad
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antiinflamatoria de las fracciones de Bursera tomentosa se deba a este tipo
de compuestos. Esto también se puede evidenciar en las cromatografias de
capa delgada hechas para las fracciones con actividad antiinflamatoria de la
planta, ya que la mayoria de manchas presentes en ellas, corresponden a

compuestos de tipo terpenoide o esteroide.

Asi pues, segun Robles (1998) el analisis fitoquimico de la Familia
Burseraceae muestra que ésta, esta compuesta por unidades fundamentales
de terpenos. Igualmente, los aceites esenciales de estas plantas son

predominantemente monoterpenoides y sesquiterpenoides (Khalid 1983).

Asi, compuestos de tipo moterpeno han sido aislados para esta familia de
plantas, estando bien distribuidos por ella compuestos como el Mirceno, el
Limoneno, el aFelandreno, el aPineno, el aTerpinoleno y el sabinol (De la
Cruz el al 2005) También se han encontrado diterpenos como el Camforeno
y el Mukolol (Khalid 1983). Igualmente se han encontrado sesquiterpenos
como el Cadineno, el BBisaboleno, el BSantoleno, el Furanodieno, el cis-
Calameneno y el BEudesmol (Khalid 1983, De la Cruz et al 2005).

En el mismo orden de ideas Khalid (1983) reporta que las resinas de esta
familia acumulan triterpenos tanto tetraciclicos como pentaciclicos, y que
éstos pueden ser clasificados ampliamente en cuatro series, siendo los
tetraciclicos del tipo eufano/tirucalano y los pentaciclicos del tipo lupano,
ursano y oleanano. En consecuencia, de las especies Canarium
schweinfurthii, Dacryodes edulis y Bursera klugii que pertenecen a la familia
estudiada, han sido aislados compuestos del tipo eufano/tirucalano como los
acidos elemolico e isomasticadienonico, y las sapelinas A y B. Igualmente,
triterpenos de la serie lupano han sido aislados de los géneros Bursera y

Cammiphora, destacandose el lupeol y la lupeonona (Khalid 1983).
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Por otra parte, en la mayoria de investigaciones de antiinflamatorios
realizadas con la familia Burseraceae los compuestos reportados también
son del tipo terpenoide y esteroide, demostrando una vez mas la importancia
que este tipo de metabolitos tiene en la actividad medicinal de las plantas en

cuestion.

Asi pues, Carretero y colaboradores (2008) estudiaron la accion
antiinflamatoria de las hojas de Bursera simaruba logrando el aislamiento y la
identificaciéon de cinco compuestos terpenoides y esteroides, los cuales son:
neofitadieno; ergost-5-en-3-ol; 24S-stigmast-5,22E-dien-33-ol; 24S-stigmast-
5-en-33-ol y a Amireno. Igualmente Banno y colaboradores (2006)
estudiaron la accion antiinflamatoria de Boswellia carteri, encontrando
abundantes acidos triterpenicos y algunos diterpenos, entre los que se
destacaron el acido aBoswellico, el acido BBoswellico, el acido Lupeolico y el

Incesol.

Por otro lado, un estudio de la actividad antiinflamatoria de Bursera simaruba
resulto en el aislamiento y la identificacién del compuesto metil-B-peltatin el
cual es un lignano esteroidal al cual se le asigno la posible accion medicinal
(Noguera et al 2004). Igualmente, Maldini y colaboradores (2009) reportan
que Bursera simaruba es una planta rica en compuestos fendlicos derivados
de lignanos, los cuales pertenecen a las familias de la dibenzilbutirolactona y
la aritetralinelactona siendo una clave biosintetica en la accion antitumoral de

las podofilotoxinas de tipo lignano.

Lo anterior concuerda con los resultados obtenidos en ésta tesis de grado ya
que en las pruebas quimicas preliminares se demostré la presencia de
compuestos fendlicos, los cuales pueden ser presumiblemente del tipo
lignano. Igualmente el estudio de Maldini et al (2009) también concuerda con

los resultados obtenidos por Rojas (2008), quien también trabajo con la
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planta Bursera tomentosa y demostré la accion citotoxica de sus extractos
frente a lineas celulares tumorales. Esto nos hace inferir que tal ves las
sustancias y metabolitos presentes en la especie estudiada, sean de multiple
acciéon y tengan una actividad medicinal util en diferentes trastornos como el

cancer o la inflamacion.

Finalmente es presumible que el tipo de accidén antiinflamatoria de Bursera
tomentosa que se muestra en éste documento sea util para tratar
enfermedades relacionadas con la inflamacion de la piel como la psoriasis o
la dermatitis acronica, ya que Otuki y colaboradores (2006) reportan en su
trabajo, un estudio realizado por Trotta et al (2002), en el cual se realizaron
pruebas in vivo que demuestran la facil penetracion de compuestos
triterpenicos a través de la dermis. Ademas el tipo de bioensayo que se
utilizo en este trabajo de grado, en el cual se usa el TPA como agente
irritante, es por lo general extrapolado para trastornos inflamatorios de la piel,

pues el TPA y los tratamientos son aplicados de manera tépica.
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8. CONCLUSIONES

Para los Extractos en Petrol y en Etanol de la Hojas de Bursera tomentosa,
se obtuvo un rendimiento de 1.47% y 2.45% respectivamente, y para los
Extractos en Petrol y en Etanol de la Corteza, se obtuvo un rendimiento de

1.66% y 0.47% respectivamente.

Las pruebas quimicas preliminares y las cromatografias de capa delgada
hechas para las fracciones de los extractos en Petrol y en Etanol de Hojas y
Corteza de Bursera tomentosa pusieron en evidencia la presencia de

esteroides, esteroles, terpenos, flavonoides, fenoles y glicosidos.

En el bioensayo de inflamacién aguda inducido por TPA que se realiz6 para
Bursera tomentosa se comprobd la accion antiinflamatoria que tienen
algunas de sus fracciones, lo cual concuerda con los reportes etnobotanicos

citados para ésta especie.

La prueba de analisis de Varianza de una via (ANOVA) que se realizo para

los tratamientos (Fracciones, Control e Indometacina) revel6 que existian

diferencias estadisticas significativas entre ellos (p=2,80e®).

Segun el resultado del bioensayo y la prueba paramétrica con las que se
trabajé (Dunnett, p=0.001; p=0.013; p=0.023), las fracciones mas
significativas estadisticamente desde el punto de vista antiinflamatorio fueron
la fraccion CH2Cl2 del extracto en Etanol de las Hojas, la fraccion AcOEt del
Extracto en Petrol de la Hojas y la fraccion AcOEt del Extracto en Petrol de la

Corteza.
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Los valores medios de los porcentajes de inhibicion de inflamacién para cada
grupo experimental corroboraron la accién antiinflamatoria de la planta. Asi,
la fraccion CH2Cl2 del extracto en Etanol de las Hojas presento el promedio
de inhibicién de inflamacion mas alto, con un valor de 39.99%. Igualmente las
fracciones AcOEt del Extracto en Petrol de la Hojas y AcOEt del Extracto en
Petrol de la Corteza, presentaron promedios de inhibicion de inflamacién

altos, con valores de 35.41% y 33.28% respectivamente.

De las graficas realizadas para observar la evolucion del edema contra el
tiempo de duracién del bioensayo se puede concluir que el Control no tiene
ningun efecto sobre el edema pasadas cuatro horas después de su
induccién, mientras que los Tratamientos significativos tienen una accién
antiinflamatoria muy parecida a la de la Indometacina que era el farmaco

patron.

Finalmente se concluye que la accion antiinflamatoria de Bursera tomentosa
se debe presumiblemente a compuestos del tipo terpenoide, esteroide o
fendlico, ya que como lo demuestra la literatura, la accion antiinflamatoria de

la familia Burseraceae se debe principalmente a este tipo de compuestos.
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9. RECOMENDACIONES

Se recomienda continuar con el estudio fitoquimico de Bursera tomentosa, ya
que de ella se pueden llegar a aislar compuestos naturales y utiles en los
tratamientos de enfermedades relacionadas con desordenes inflamatorios y
tumorales. Para esto, se pueden hacer investigaciones en la que se
subfraccionen las fracciones con actividad antiinflamatoria que aqui se
reportan, para luego analizarlas por medio de HPLC y elucidar los

compuestos que éstas contienen.

También se recomienda continuar con el estudio farmacologico
antiinflamatorio de la especie, a través de un bioensayo de edema plantar
agudo inducido por carragenina, en el cual se pueden ensayar varias dosis y

extrapolar efectos sistémicos.
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Anexo 1. Fracciones Obtenidas a partir de los Extractos en Petrol y en
Etanol de las Hojas y la Corteza.

Fracciones de los Extractos de las Hojas. Fotos tomadas por el autor.

Fracciones de los Extractos de la Corteza. Fotos tomadas por el autor.
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Anexo 2. Pruebas Quimicas Preliminares hechas para los Extractos en

Petrol y en Etanol de Hojas y Corteza.

Las pruebas quimicas preliminares hechas en la placa escavada para los
extractos en Petrol se realizaron como se muestra en el siguiente esquema y

los resultados de estas pruebas se ven en las fotos a continuacion.

A B C
|

v v v
1—T> Q O Q Q A. Prueba de Liebermann-
Burchard.

B. Prueba de Salkowski.

5 ——» Q Q Q Q C. Prueba de Baljet.

1. Fraccion Petrol

3 —» 2. Fracc!(:)n CH2Cl2
3. Fraccion AcOEt

A. B.
Pruebas de Liebermann-Burchard, Salkowski y Baljet hechas en placa excavada
para las Fracciones del Extracto en Petrol de las Hojas. Fotos tomadas por el autor.
A: Fracciones antes de las pruebas. B: Resultados después de las pruebas.
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A. B.
Pruebas de Liebermann-Burchard, Salkowski y Baljet hechas en placa excavada
para las Fracciones del Extracto en Petrol de la Corteza. Fotos tomadas por el autor.
A: Fracciones antes de las pruebas. B: Resultados después de las pruebas.

Las pruebas quimicas preliminares hechas en tubos de ensayo para los
extractos en Petrol se realizaron como se muestra en el siguiente esquema y
los resultados de estas pruebas se ven en las fotos a continuacion.

A B C

A. Fraccioén Petrol
B. Fraccion CH2Cl2

C. Fraccion AcOEt

Prueba del Hidroxamato Férrico hecha en tubo de ensayo para las Fracciones del
Extracto en Petrol de las Hojas. Fotos tomadas por el autor.
A: Fracciones antes de las pruebas. B: Resultados después de la prueba.
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Prueba del Hidroxamato Férrico hecha en tubo de ensayo para las Fracciones del
Extracto en Petrol de la Corteza. Fotos tomadas por el autor.
A: Fracciones antes de las pruebas. B: Resultados después de la prueba.

Las pruebas quimicas preliminares hechas en la placa escavada para los
extractos en Etanol se realizaron como se muestra en el siguiente esquema y

los resultados de estas pruebas se ven en las fotos a continuacion.

A B C
| | |

v v v
1—T> Q Q Q Q A. Prueba de Shinoda.
B. Prueba del Cloruro Férrico.
C. Prueba de Dragendorff.

OO OO
1. Fraccion Petrol

2. Fraccion CH2Cl2

31> Q Q Q Q 3. Fraccion AcOEt

99



A. B.
Pruebas de Shinoda, Cloruro Férrico y Dragendorff hechas en placa excavada
para las Fracciones del Extracto en Etanol de las Hojas. Fotos tomadas por el autor.
A: Fracciones antes de las pruebas. B: Resultados después de las pruebas.

A. B.
Pruebas de Shinoda, Cloruro Férrico y Dragendorff hechas en placa excavada
para las Fracciones del Extracto en Etanol de la Corteza. Fotos tomadas por el
autor.
A: Fracciones antes de las pruebas. B: Resultados después de las pruebas.
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Las pruebas quimicas preliminares hechas en tubos de ensayo para los
extractos en Etanol se realizaron como se muestra en el siguiente esquema y

los resultados de estas pruebas se ven en las fotos a continuacion.

A B C

A. Fraccion Petrol
B. Fraccion CH2Cl2
C. Fraccion AcOEt

U

A B

Prueba de Antrona hecha en tubo de ensayo para las Fracciones del Extracto en
Etanol de las Hojas. Fotos tomadas por el autor.
A: Fracciones antes de las pruebas. B: Resultados después de la prueba.

A

Prueba de Antrona hecha en tubo de ensayo para las Fracciones del Extracto en
Etanol de la Corteza. Fotos tomadas por el autor.
A: Fracciones antes de las pruebas. B: Resultados después de la prueba.

B
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Prueba de la Espuma hecha en tubo de ensayo para las Fracciones del Extracto en
Etanol de las Hojas. Fotos tomadas por el autor.
A: Fracciones antes de las pruebas. B: Resultados después de la prueba.

Prueba de la Espuma hecha en tubo de ensayo para las Fracciones del Extracto en
Etanol de la Corteza. Fotos tomadas por el autor.
A: Fracciones antes de las pruebas. B: Resultados después de la prueba.
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Anexo 3. Valores de Rf calculados para las cromatografias de capa
delgada

A las manchas relevantes de las cromatografias de capa delgada que se
muestran en el capitulo 6.7 de este trabajo se les calcularon valores de Rf

que son reportados en las tablas que aparecen a continuacion.

Tabla 16. Valores de Rf calculados para las manchas de las cromatografias de capa
delgada realizadas para las fracciones Petrol de los extractos en Petrol y Etanol de
las Hojas y la Corteza.

Rf
Fracciones Mancha | Hojas | Corteza

1 0.08 0.10
Fracciones Petrol de los extractos en Petrol 2 0.12 0.22
(Cromatografia revelada bajo UV) 3 0.22 0.31

4 0.31 -
1 0.05 0.07
2 0.12 0.36
Fracciones Petrol de los extractos en Petrol 3 0.36 0.70
(Cromatografia revelada con Vainillina) 4 0.70 0.84

5 0.84 -
Fracciones Petrol de los extractos en Etanol 1 0.18 0.24
(Cromatografia revelada bajo UV) 2 - 0.39
1 0.22 0.22
2 0.32 0.34
Fracciones Petrol de los extractos en Etanol 3 0.60 0.47
(Cromatografia revelada con Vainillina) 4 - 0.60
5 - 0.67
6 - 0.77
7 - 0.93
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Tabla 17. Valores de Rf calculados para las manchas de las cromatografias de capa
delgada realizadas para las fracciones CH2Cl2 de los extractos en Petrol y Etanol de
las Hojas y la Corteza.

Rf
Fracciones Mancha | Hojas | Corteza

1 0.09 0.13
2 0.19 0.23
Fracciones CH2Cl2 de los extractos en Petrol 3 0.39 0.49
(Cromatografia revelada bajo UV) 4 0.66 0.58
5 0.78 0.76
6 0.94 0.96
1 0.17 0.19
2 0.32 0.37
3 0.43 0.43
Fracciones CH2Cl2 de los extractos en Petrol 4 0.49 0.49
(Cromatografia revelada con Vainillina) 5 0.58 0.58
6 0.70 0.72
7 0.82 0.82
8 0.94 0.94
1 0.19 0.27
Fracciones CH2Cl2 de los extractos en Etanol 2 0.47 0.52
(Cromatografia revelada bajo UV) 3 0.62 0.66

4 0.90 -
1 0.13 0.18
2 0.37 0.37
Fracciones CH2Cl2 de los extractos en Etanol 3 0.50 0.45
(Cromatografia revelada con Vainillina) 4 - 0.54
5 - 0.62
6 - 0.73
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Tabla 18. Valores de Rf calculados para las manchas de las cromatografias de capa
delgada realizadas para las fracciones AcOEt de los extractos en Petrol y Etanol de
las Hojas y la Corteza.

Rf
Fracciones Mancha | Hojas | Corteza
1 0.65 0.89
Fracciones AcOEt de los extractos en Petrol 2 0.76 -
(Cromatografia revelada bajo UV) 3 0.89 -
1 0.47 0.65
Fracciones AcOEt de los extractos en Petrol 2 0.61 0.83
(Cromatografia revelada con Vainillina) 3 0.74 -
1 0.12 0.22
2 0.24 0.53
Fracciones AcOEt de los extractos en Etanol 3 0.38 0.73
(Cromatografia revelada bajo UV) 4 0.48 0.83
5 0.55 -
6 0.68 -
7 0.87 -
1 0.16 0.26
2 0.26 0.38
Fracciones AcOEt de los extractos en Etanol 3 0.38 0.44
(Cromatografia revelada con Vainillina) 4 0.51 0.53
5 0.63 0.61
6 0.85 0.70
7 - 0.85
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