UNIVERSIDAD DE LOS ANDES
FACULTAD DE CIENCIAS
DEPARTAMENTO DE QUIMICA
UNIVERSIDAD
DE LOS ANDES LABORATORIO DE PRODUCTOS NATURALES

ESTUDIO FITOQUIMICO DE BURSERA INVERSA (BURSERACEAE)

Br. Oscar José Silva Heredia

Tutor: Dr. Carmelo Rosquete Porcar

Trabajo Especial de Grado para optar a la Licenciatura en Quimica.



DEDICATORIA

A mis padres

Lorenza Heredia y Oscar Silva, que me han formado con valores y principios
indispensables para la vida, sus consejos en los momentos que mas lo necesito, sin su amor,
apoyo y comprension no lo habria logrado. Son mi fuerza para seguir adelante. Este logro
es para ustedes porque pase lo que pase y en cualquier circunstancia estare orgulloso de ser
su hijo. Les amo inmensamente. Honra a tu padre y a tu madre, que es el primer
mandamiento con promesa. Efesios 6:2-3.
A mis hijos

Abimael Silva y Oscmarie Silva quienes son mi fuerza y la razén de seguir
avanzando cada dia. Que este logro sea de ejemplo para jamas rendirse en sus metas. Mi
campedn y mi lucero. Dios los bendiga.
A mis hermanas

Ana Oskarina, Angge Karolina, Karla Andreina y Klaudia Fernanda gue son mi

razén de ser, mi alegria y por las que estoy dispuesto a dar la vida si es necesario. Gracias
por siempre estar presente a pesar de la distancia. Se que cuento con ustedes y ustedes
siempre contaran conmigo. El rey de los conejos.
A mis sobrinos

Andres, Lorena, Anthony, Marcos y Sebastian por ser la nueva generacion que llena
nuestros dias de alegria. Dios los bendiga.
A mi familia

Mi papa Eulogio,mi mama del fundo,mi abuelo Florecio,mi abuela Margot,mis tias;
Chalin, Mary, la mensa, lala, Flor, Marlin y toda mi familia Silva Heredia en general, este
logro es para ustedes, por cada abrazo, por cada palabra de aliento, por cada lagrima y por
cada despedida porque a pesar de la distancia siempre estuvieron presentes.
A mis abuelas y hermano

Jacinta, Fafina y Marcos, los cuales siempre recordare y tendre presente en cada



AGRADECIMIENTOS

Agradezco primeramente a Dios por estar presente cada dia y por darme la
oportunidad de poder cumplir esta meta, por cada una de las experiencias necesarias en mi
vida personal y profesional.Gracias por los buenos y malos momentos. Joel 3:10

Agradezco a toda mi familia Silva Heredia por ser parte fundamental en este
proyecto de vida, siempre presente en todo momento, su apoyo incondicional, su amor y su
carifio me llenaron de mucha fortaleza.

Agradezco a mi compariera incondicional, mi amor sobre ruedas! Gracias por estar
presente en los momentos mas necesarios.

El presente trabajo, se ha realizado con el apoyo del Profesor Dr. Carmelo
Rosquette Poscar a quien siempre le agradeceré su gran apoyo y formacién profesional,
maés que el tutor de esta tesis un buen amigo de la vida. También, un agradecimiento a la
Dra. Mayra Rengifo y al Dr. Fernando Duran quienes desde la Universidad de Buenos
Aires, me apoyaron con la realizacion de los espectros de RMN-H1 y RMN-C13, HSQC,
HMBC y COSY.El Dr.Carlos Ayala decano de la facultad de ciencias de la ULA quien
realiz6 los espectros IR para la elucidacion de las estructuras. Los Profesores Maria
Angelica Sanchez y Jesus Contreras quienes fueron jurados de evaluacion de este trabajo y
desde el primer momento brindaron su apoyo incondicional pese a las circunstancias, a
ustedes un agradecimiento especial.

A todos los profesores de la facultad de ciencias que contribuyeron con mi
formacién academica, con los cuales siempre tendre muy buenos recuerdos.Un
agradecimiento especial a las técnicos de laboratorio Iris Santos y Carolina Zavala, amigas
que me ayudaron enormemente durante la carrera.

Al personal no docente de la Facultad de ciencias los cuales siempre compartimos
como una familia.Finalmente, un sincero agradecimiento en general a todos mis amigos de
la Facultad de ciencias, de mi estado Apure, del movimiento estudiantil Colectivo 86 y
todos aquellos que me han acompafado en este proceso y proyecto de vida. A todos los que
menciono y aquellos que no estan en estas lineas por ser muy cortas para nombrarlos pero

siempre estuvieron presentes al menos en un instante. Dios les pague!



RESUMEN

En esta monografia se muestran los resultados obtenidos de la revision fitoquimica
del género Bursera y del estudio fitoquimico del extracto metandlico residual obtenido de
las hojas de Bursera inversa Daly. De ese extracto se aislaron 13 compuestos uno de los
cuales fue identificado como ergosta-5,22-dien-33-ol (brassicasterol). La asignacién de los
desplazamientos quimicos en RMN *3C del brassicasterol fueron revisados y corregidos

mediante el anlisis detallado del experimento HMBC.
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ABSTRACT

This monograph shows the results obtained from the phytochemical review of the
genus Bursera and the phytochemical study of the residual methanolic extract obtained
from the leaves of Bursera inversa Daly. From this extract, 13 compounds were isolated,
one of which was identified as ergosta-5, 22-dien-3p3-ol (brassicasterol). The assignment of
the *C NMR chemical shifts of brassicasterol were reviewed and corrected by detailed

analysis of the HMBC experiment.
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1. INTRODUCCION.

Las Burseraceas, podemos considerarlas como una familia de plantas
moderadamente grandes, ya que estd conformada por unos 20 géneros y mas de 640
especies de arboles y/o arbustos de mediano tamafio. (Moreno et al., 2010; De la Cerda-
Lemus, 2011; The Plant List, 2013). Esta familia se distribuye ampliamente por todo el
Mundo, en especial en las zonas subtropicales y tropicales (figura 1), presentandose en una
variedad de habitats que van desde las selvas bajas caducifolias, sabanas naturales, bosque
de mangle costero, y bosque tropical pluvioso, con una mayor concentracion en Africa,
Malasia, Centro- y Sur-América (Case et al., 2003; Clarkson et al., 2002). Existe una
mayor diversidad en América tropical, encontrandose desde el sur de Estados Unidos hasta
el norte de Perd, agrupada en 8 géneros, 6 de los cuales, son endémicos del continente
americano (De la Cerda-Lemus, 2011; Hernandez-Pérez et al., 2011; Garcia-Martinez,
2012; Mufoz-Acevedo et al., 2013).

Figura 1. Mapa de distribucion de Burseraceae. En color parpura se muestra la
distribucion de la familia Burseraceae. (85,102 registros georreferenciados,
Global Biodiversity Information Facility (GBIF), (2017).




La familia Burseraceae se caracteriza por exudar aceites esenciales y oleorresinas
aromaticas que han sido usadas mayormente con fines litdrgicos, terapéuticos, cosméticos,
entre otros (Case et al., 2003). Estos aceites esenciales constituidos por terpenoides,
lignanos y otros compuestos de bajo peso molecular, le confieren aromas caracteristicos y
propiedades medicinales a muchas especies de esta familia (Jaimes, 2009; Siani et al.,
2012).

Los extractos acuosos y etandlicos de las hojas y corteza han sido estudiados debido
a que poseen actividad anticancerosa, antioxidante, antimicrobiana, antiséptica,
antitumorales, antiinflamatoria, colesterolémica, insecticida, analgésicas, antialérgica y
hepatoprotectora (Robles et al., 2005; Abbas et al., 2007; Fuentes, 2009; Jaimes, 2009;
Kubitzki, 2011; Becerra et al., 2012; Monzote et al., 2012; Siani et al., 2012; Mufioz-
Acevedo et al., 2013).

Registros etnobotéanicos indican que los aceites esenciales de las especies de esta
familia son utilizados para diversos propositos, tales como la impermeabilizacion de barcos
y casas, produccion de barnices y pegamentos, para repeler insectos, como aromatizantes
de casas y ceremonias religiosas, como agentes emolientes para estimular la reparacion de
fracturas, para tratar cefaleas, retencion urinaria y estrefiimiento (Fuentes, 2009; Jaimes,
2009; Siani et al., 2012).

La familia Burseraceae esta integrada por las especies de 19 géneros agrupados
dentro de 3 tribus: Bursereae (8 géneros), Canarieae (8 géneros) y Protieae (3 géneros). La
tribu Bursereae esta subdividida en 2 subtribus: Boswellinae (5 géneros) y Burserinae (3
géneros).

El género Bursera (Burseraceae-Bursereae-Burserinae), a su vez, ha sido
subdividido en 3 subgéneros: Bursera, Elaphrium y Buntingia. A pesar de ser un género
que cuenta con unas 120 especies botanicamente aceptadas (The Plant List, 2013), solo han
sido estudiadas la composiciones quimicas de unas 40 especies aproximadamente, siendo
B. graveolens, B. simaruba, B. fagaroides, B. microphylla y B. linanoe las especies méas
estudiadas fitoquimicamente hasta la actualidad. Esto nos demuestra que son muchas las
especies de Bursera de las que aun se desconoce su composicién, no solo en cuanto a los

aceites esenciales, sino también a otros metabolitos como triterpenos, flavonoides, lignanos,



cumarinas, entre otros que pueden estar presentes y que han sido reportados en algunas

especies del género.

Figura 2. Mapa de distribucion mundial de Bursera. (Burseraceae).Tomado de
https://www.discoverlife.org/20/m?act=make_map

En Venezuela, se ha sefialado la presencia de seis especies (ver tabla 1), ubicadas en

distintos subgéneros: B. karsteniana y B. simaruba, las cuales se encuentran dentro del

subgénero Bursera; y tres especies se agrupan dentro del subgénero Elaphrium: B. glabra,

B. graveolens y B. tomentosa (Castro-Laportte, 2013) y B. inversa (subgénero Buntingia).

Tabla 1. Distribucion geogréafica de las especies de Bursera reportadas en Venezuela.

Especie Distribucion
B si b Amazonas, Aragua, Barinas, Bolivar, Carabobo, Cojedes, Falcon, Lara, Mérida,
. simaruba
Miranda, Monagas, Nueva Esparta, Portuguesa, Vargas, Yaracuy, Zulia
B. glabra Lara, Mérida, Zulia
B. graveolens Meérida, Trujillo
B. inversa Zulia, Mérida
B. karsteniana Anzoategui, Aragua, Falcon, Miranda, Nueva Esparta, Sucre, Vargas
B. tomentosa Avragua, Bolivar, Carabobo, Falcon, Guarico, Lara, Sucre, Zulia




Al considerar la gran diversidad de propiedades medicinales que se atribuyen en la
Medicina Tradicional a las especies pertenecientes del género Bursera y los numerosos
metabolitos aislados de sus especies, surge entonces el interés de realizar el estudio
fitoquimico de la especie Bursera inversa, ya que para esta especie los reportes sobre su
composicion quimica son escasos.

B. inversa es descrita por primera vez en la revision hecha por Daly en 1993.
Actualmente es la especie tipo del subgénero monotipico Buntingia. Esta especie crece en
las selvas humedas bajas de unas pocas areas subcosteras de Suramérica cercanas al Mar
Caribe, principalmente en la esquina noroeste de Suramérica. Existen reportes de esta
especie en Colombia, Panama y Venezuela (Municipio Colon-Estado Zulia). Esta especie
suelen ser arboles resinosos de 18-25 metros de altura, su corteza es rojiza y se exfolia en
laminas delgadas, las hojas son folioladas y los frutos son de verde oscuro a marrén y con
forma ovoide, la semilla, de consistencia Gsea, es ovoide y totalmente cubierta por un

pseudoarilo carnoso de color rojo. (Castro-Laporte, 2013; Daly, 1993).

Figura 3. Caracteristicas vegetativas y reproductivas de Bursera inversa Daly. A: Biotipo.
B: Detalle de la corteza. C: Rama con hojas. D: Inflorescencia. E: Infrutescencia. F: Detalle
de las flores femeninas. G: Fruto. H: Detalle del fruto con la columela. I: Pireno con
semillas. J: Cotiledones. Co: columela. Se: semilla. (Tomado de Castro-Laportte, 2013).



2. MARCO TEORICO.

El género Bursera es uno de los mas representativos de la familia Burseraceae
debido a su nimero de especies y a la amplitud geografica de su distribucion (Rzedowski et
al., 2005; CONABIO, 2013). Sus especies se agrupan en dos secciones; la primera,
Bullockia, corresponde a los copales, arbustos y arboles pequefios de climas semiaridos que
suelen tener propiedades aromaticas. En la segunda seccion, también Ilamada Bursera,
estan los mulatos, arboles altos del tropico himedo, y los cuajiotes, arbustos y arboles
pequefios de climas subhimedos y semiaridos (McVaugh y Rzedowski, 1965).

El género Bursera agrupa alrededor de 120 especies de plantas lefiosas. Las plantas
pertenecientes a este género son tipicamente arboles bajos o de estatura mediana (5-15 m de
altura), que constituyen un elemento caracteristico de los bosques tropicales caducifolios,
donde habitan preferentemente en altitudes entre 0 y 1.800 msnm. La mayoria de las
especies se destacan por sus resinas y substancias aromaticas volatiles de olores mas o
menos agradables; la corteza de los troncos suele ser delgada y con frecuencia exfoliante
(Rzedowski et al., 2004).

Son generalmente deciduos, dioicos o poligamodioicos, rara vez hermafroditas,
cuyos troncos son de corteza externa exfoliante, rojiza o amarillenta (cuajiotes), la corteza
interna con tonos de verde muy diversos o corteza no exfoliante, lisa y gris (copales), con
resinas aromaticas frecuentemente con ramas cortas (braquiblastos); catafilos generalmente
conspicuos-inconspicuos. Sus hojas se desarrollan en rosetas sobre el apice de los
braquiblastos o ramas de nuevo crecimiento, generalmente imparipinnadas, compuestas con
foliolos opuestos. Inflorescencias auxiliares aparecen antes de las primeras hojas,
fasciculadas aparentemente o aglomeradas sobre los braquiblastos en paniculas, tirsos,
pseudoracimos, cimas, glomérulos o flores solitarias, bracteas y/o bractéolas presentes.
Flores unisexuales, rara vez funcionalmente hermafroditas, generalmente tienen una semilla
por fruto (Medina-Lemos, 2008; Loeza-Corte et al., 2013).

Las especies de este género son ampliamente incluidas dentro de la medicina
tradicional o popular debido a sus propiedades como antiinflamatorio, antibacteriana e

insecticida. Estas propiedades han sido reconocidas y atribuidas a sus aceites esenciales, asi



como a los diterpenos, triterpenos, esteroides, flavonoides y lignanos aislados de especies

de Bursera (Becerra et al., 2001). Diversas especies de Bursera han sido explotadas

comercialmente, principalmente debido al alto porcentaje aceites esenciales aromaticos en

la madera y las frutas, y también en menor medida por sus resinas, las cuales son de valor

para la manufactura de barnices (Bullock, 1936). En la tabla 2 se muestran los diferentes

usos que se les han dado a las especies de este género en la Medicina Tradicional.

Tabla 2. Aplicaciones de las especies de Bursera en la Medicina Tradicional.

Especie Uso/Aplicaciones Forma de utilizacion Referencia
B. aloexylon
(Sin. B. Picaduras de escorpion Gotas del aceite esencial Becerra, 1993
linanoe)
El latex obtenido de Ila
. . . . lanta es aplicado
B. arida Heridas, erupciones de piel, manchas p_ P ; Canales et al., 2005
directamente en el area
afectada
o . Se utiliza laresina parala | De la Cerda-Lemus,
B. bipinnata Problemas de hernias

preparacion de emplastos

2011

B. fagaroides

Para el tratamiento de golpes y
tumores

Se emplea la corteza y/o
exudados de la planta

Mojica et al., 2016

B. filicifolia

Neumonia, heridas, tos, Ulceras

estomacales, Ulceras en la piel

Encarnacién-Dimayuga
et al., 1998b

B. graveolens

Analgésico, diaforético, para aliviar
el reumatismo

Se emplea la resina como
analgésico, la corteza
hervida como diaforético y
el extracto alcohdlico para
aliviar el reumatismo

Carmona et al., 2009

Insecticida y para curar dermatitis

Insecticida: quema de las
hojas y/o corteza.

Dermatitis: Infusiones
acuosas de la corteza y/o
las hojas

Tene et al., 2007

Té preparado a partir de

B. hindsiana Para curar la disnea . Felger y Moser, 1973
virutas de la madera
B. jorullensis Pomad q "
. omada preparada a partir
(Sin. B. Enfermedades uterinas .p P P Becerra, 1993
3 de la resina
copallifera)




B. laxiflora

Dolores de garganta, resfriados y

Té preparado con la

Felger y Moser, 1973

picaduras de animales corteza
Dolores de estomago, heridas, - Encarnacién-
moretones, Ulceras en la piel Dimayuga et al., 1998b
B. microphylla | Enfermedades venéreas Infusion de la corteza Becerra, 1993
Tratamiento de heridas y dolores Decoccidn preparada con
Y . prep Felger y Moser, 1973
de cabeza las hojas y/o la corteza
Enfermedades venéreas Decoccidn de la corteza Becerra, 1993
B. morelensis
Mitigar dolores, tratamiento de | Infusiones de corteza'y Carrera-Martinez et al.,
moretones y heridas superficiales resina 2014
Se usa el extracto acuoso
- . . de la corteza como té,
Aliviar la fiebre y tratar la varicela L Bork et al., 1996
aplicaciones rectales 'y
lavados
. . . Se preparan pomadas con
Antiinflamatorio y para la artritis P .p P Abad et al., 1996
las hojas
Caries, enfermedades de las encfas, Infusiones o decocciones Rosas-Pifién et al.,
antiinflamatorio de los tallos y/o corteza 2012
Hinoalicémico - Roméan-Ramos et
Pog al., 1992
: . I Té preparado con la
B. simaruba Infecciones del tracto urinario prep Noguera et al., 2004

corteza

Infecciones internas, fiebres,
enfermedades del tracto urinario,
golpes de calor, resfriados

La decoccién es tomada
como un té

Para aliviar heridas,
picaduras de insectos

urticarias 'y

Camporese et al., 2003

Para el tratamiento de resfriados,
diarrea, heridas, hipertension y como
diurético

Mitchell y Ahmad,
2006

Problemas en la piel, analgésico,
antipirético, infecciones urinarias,
tratamiento de heridas

Decocciones y emplastos
preparados con las hojas

Alvarez et al., 2015

Purgante

Infusion preparadas con
las hojas

Becerra, 1993




Tratamiento de desérdenes
B. simaruba gastrointestinales: diarrea, colicos, | Se emplean la corteza,
(continuacion) | dolor de estémago, gastritis y pérdida | frutos hojas y/o resinas
de apetito

Céceres et al., 1990

Las Burseras son caracteristicas de la selva baja caducifolia, cuya vegetacion se
desarrolla en los lugares con sequias prolongadas durante mas de cuatro meses al afio, lo
que hace que los arboles estén un tiempo sin hojas y luego reverdezcan con las lluvias. La
mayoria produce flores al principio de la temporada de lluvias, hacia fines de mayo y
principios de junio. Las flores aparecen al mismo tiempo que las nuevas hojas con floracion
rapida y formacion de frutos verdes a finales de junio. La mayoria de los frutos maduran

entre agosto y principios de septiembre (Purata-Velarde, 2008).

2.1. DETERMINACION CUALITATIVA DE METABOLITOS SECUNDARIOS.

Para la identificacion cualitativa de los diferentes constituyentes quimicos presentes
en los extractos de hojas y corteza de Bursera, se realiza el screening o tamizaje
fitoguimico teniendo en cuenta la metodologia propuesta por Jiménez y Tamara (tabla 3)
(Jiménez y Tamara, 2017).

Entre las pruebas mas importantes para la identificacion cualitativa de los
metabolitos secundarios presentes en un extracto organico que permiten de forma rapida y
sencilla asumir la presencia de alguno de ellos podemos mencionar las siguientes:

2.1.1. ENSAYO PARA FLAVONOIDES (SHINODA).

Se adicionan 2 mL del extracto total en etanol en un vial y se afiade limadura de
Mg, posterior a esto se le se agrega cuidadosamente por la pared del tubo unas gotas de HCI
concentrado. La aparicion de colores desde el naranja al violeta se considera prueba
positiva para flavonoides.

2.1.2. ENSAYO PARA COMPUESTOS FENOLICOS (FECly).

Se adicionan 2 mL del extracto total en etanol en un vial y se le agrega una gota de

FeClzal 1 % y posteriormente se agita. La aparicion de coloraciones violetas, verdes, azules

u oscuras se considera prueba positiva.




2.1.3. ENSAYO PARA TANINOS (GELATINA-SAL).

Se adiciona 2 mL del extracto en etanol en un vial, y posteriormente se le agregan 2
mL de solucién de gelatina-sal al 2 % en agua. La formacion de precipitado se considera
prueba positiva.

2.1.4. ENSAYO PARA ALCALOIDES.

En 6 viales se adicionan 2 mL del extracto acidulado con HCI al 1 %,
posteriormente a cada uno de los viales se le agregan cinco gotas de los reactivos de
Dragendorff, Erbam, Erlyc, Wagner, Hager y Meyer, respectivamente. La formacién de
precipitado, turbidez o cambio de color en alguno se considera positiva.

2.1.5. ENSAYO PARA CARDENOLIDOS.

Se adicionan 2 mL de la fraccion cloroférmica de extracto, se lleva a sequedad y se
redisuelve con 2 mL de CHCI3. En un vial al cual se le agrega 1 mL de solucion Kedde (A)
+ 1 mL de solucion Kedde (B) y se deposita el vial en un recinto con oscuridad y se esperan
cinco minutos. La aparicion de color violeta es prueba positiva para cardendlidos.

2.1.6. ENSAYO PARA TERPENOS Y/O ESTEROLES (LIEBERMANM-BURCHARD).

Se adicionan 2 mL de la fraccion cloroférmica del extracto en un vial, se agrega 1
mL de anhidrido acético posteriormente y luego se agrega una gota de H,SO,4 concentrado
por la pared del vial. Se considera prueba positiva la coloracion violeta, verde o azul.

2.1.7. ENSAYO PARA QUINONAS.

Se adicionan 2 mL de la fraccion cloroférmica del extracto en un vial, el cual se
lleva a sequedad y se redisuelve con 10 mL de NaOH al 5 %, luego se le agrega 1 mL de
H,0O, al 20% se filtra y se toman 5 mL de filtrado y se le agregan 10 gotas de &cido acético
glacial y 5 mL de benceno a la mezcla. Si la parte bencénica se torna de color amarillo la
prueba se considera positiva para quinonas.

2.1.8. ENSAYO PARA LEUCOANTOCIANIDINAS.

Se adicionan 2 mL de la fraccion cloroférmica del extracto se lleva a sequedad y se
redisuelve con 2 mL de etanol, posterior a esto se le adiciona 1 mL de HCI concentrado y
se lleva a calentamiento en un bafio Maria durante 15 minutos. La aparicion de coloracion

rojiza u oscura se considera como prueba positiva para leucoantocianidinas.



2.1.9. ENSAYO PARA SAPONINAS.

Se adicionan 2 mL de extracto etanolico diluido en agua en un tubo de ensayo y se
agita vigorosamente durante 30 segundos. La prueba se considera positiva cuando hay
presencia de una capa espumosa que permanece por cinco minutos.

2.1.10. ENSAYO PARA CUMARINAS.
A 2 mL de filtrado organico en un vial se adiciona 0,5 mL de reactivo de Baljet, la

presencia de precipitado rojo se considera positivo.

De forma general para resumir estos ensayos se realiza una tabla (ver tabla 3) que
contiene la informacidn necesaria para su aplicacion en la determinacion cualitativa de los
metabolitos secundarios presentes en un extracto. Estos ensayos orientan de cierta manera
para tomar decisiones en los proximos trabajos que se vayan a realizar al extracto en vista

de los resultados positivos y negativos obtenidos.

Tabla 3. Determinacidn cualitativa de metabolitos secundarios de los extractos de las hojas
y la corteza de Bursera.

Metabolito secundario Prueba o reactivo
Flavonoides Shinoda, FeCl;
Compuestos fenélicos FeCl,
Taninos Gelatina sal
Alcaloides Dragendorff, Wagner, Erbam, Erlyc, Hager, Mayer.
Cardenolidos Kedde
Terpenos — Esteroles Liebermanm-Burchard
Quinonas Formacion de anillo interfase
Leucoantocianidinas Acido clorhidrico concentrado
Saponinas Agualextracto + agitacion vigorosa
Cumarinas Baljet
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2.2. FITOQUIMICA REPORTADA PARA ESPECIES DE BURSERA.

Las plantas producen miles de compuestos quimicos diferentes conocidos como
metabolitos secundarios o especializados cuya variedad y proporcion se conoce Como
diversidad fitoquimica, un componente clave de la diversidad funcional, pues establecen las
relaciones de los individuos que comparten un mismo hébitat (Lewinsohn y Gijzen, 2009;
Richards et al., 2015).

Para especies del género Bursera se ha reportado que contienen resinas y balsamos
de tipo terpenoidal y aceites esenciales ricos en terpenos, esteroles, lignanos y flavonoides.
Estas sustancias les confieren intensos y variados aromas caracteristicos y Unicos para cada
especie. Sin embargo, mediante cromatografia de gases se ha mostrado que la presencia y
cantidad de los diferentes terpenos varia mas entre poblaciones de la misma especie que
entre los diferentes taxa del género (Rzedowski et al., 2004; Manzano et al., 2009; Maldini,
et al., 2009; Moreno et al., 2010; Castillo, 2016).

2.2.1. ACEITES ESENCIALES Y COMPONENTES VOLATILES.

Las resinas son productos comunes que las coniferas y angiospermas tropicales
exudan naturalmente (de superficie) o que pueden obtenerse por incision (internas) (Dell y
McComb, 1979; Langenheim, 2003). Se define a la resina como una mezcla soluble en
lipidos de compuestos terpénicos volatiles y no volatiles que son biosintetizadas en
estructuras o conductos secretores internos Ilamados canales resiniferos, cuya localizacion
es diversa, puede ser superficial en la parénquima cortical o bien profunda en el
parénquima vascular o medular (Alonso-Pefia, 2011).

Para el género Bursera existe una gran variedad de reportes sobre la composicién
quimica de los aceites esenciales y los componentes volatiles de las hojas, frutos, tallos y
corteza. Los metabolitos hallados en los aceites y las fracciones volatiles de las especies de
Bursera suelen ser monoterpenos, sesquiterpenos y en algunos casos hidrocarburos de
cadena larga.

La fraccion aromatica volatil de la resina es la mas abundante consiste de mono- y
sesquiterpenos (10 y 15 C respectivamente) con algunos compuestos oxigenados y

ocasionalmente de algunos hidrocarburos diterpénicos (20 C) mientras que la fraccion
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minoritaria es no volatil y estd compuesta principalmente de di- y triterpenos (20 y 30 C).
(Moore, 1993; Daly et al., 2010; Langenheim, 2013).

Generalmente, los metabolitos secundarios pertenecen a la familia de los alquenos,
alcoholes, éteres, ésteres, aldehidos y cetonas, cuando las moléculas contienen el atomo de
oxigeno suelen llamarse terpenoides, aunque ambas denominaciones se usan de forma
indistinta (Ormefio y Fernandez, 2012). En las plantas los terpenos se localizan en las hojas,
flores y en los frutos y en menos medida en los troncos Y raices, pero en las resinas de los
troncos pueden acumularse cantidades muy elevadas de estos metabolitos secundarios asi
como resinas fenolicas que cominmente se entremezclan con los terpenoides. Los terpenos
y compuestos fenolicos que constituyen a las resinas, se derivan de carbohidratos
producidos fotosintéticamente que se descomponen para producir compuestos mas simples
(productos de piruvato) como los terpenoides y compuestos fenolicos que se biosintetizan a
través de diferentes vias metabdlicas (Langenheim, 2003; Taiz y Zeiger, 2006).

Una de las especies mas estudiadas es B. graveolens, para la cual se ha estudiado el
aceite esencial de las hojas (Carmona et al., 2009), del duramen (Crowley, 1964), de las
ramas (Santana et al., 2009) y de los tallos (Young et al., 2007). Ademas de los aceites
esenciales también se han estudiado las fracciones volatiles de hojas, ramas, corteza, frutos
inmaduros y resina de B. graveolens colectada en Colombia (Mufioz-Acevedo et al., 2013)
y de la madera de especimenes encontrados en Per( (Yukawa et al., 2006, 2005, 2004a,
2004b; Yukawa y Iwabuchi, 2003). Estos estudios demuestran la presencia en B.
graveolens de los monoterpenos: limoneno [Bm1], a-terpineol [Bm2], (E)-B-ocimeno
[Bm3], mentofuranona [Bm4], 3-hidroximentofuranona [Bm5], (-)-isomentalactona [Bm6],
2,3 didehidromentalactona [Bm7], 1-acetil-4-isopropenil-1-ciclopenteno [Bm8], 5-
isopropenil-2-metil-1-ciclopenten-1-carbaldehido [Bm9]; Asi como los sesquiterpenos: -
elemeno [Bsl], a-cadinol [Bs2], germacreno D [Bs3], trans-B-cariofileno [Bs4],
viridiflorol  [Bs5], (-)-dihidro-a-agarofurano [Bs5], (-)-5,11-epoxi-4a,5B,10a-eudesm-1-
eno [Bs7], (-)-4a-hidroxidihidroagarofurano [Bs8], (-)-3B, 4p-oxidoagarofurano [Bs9], (-)-
10-epi-y-eudesmol  [Bs10], (-)-juneol [Bsl11], dihidrojuneol [Bs12], 6pB-hidroxi-
4(15)eudesmenlona [Bs13], 6pB-hidroxi-nor-eudesman-4-ona [Bs14], 6,10-epoxi-7(14)-
isodaucano [Bs15], 10-hidroxi-6,10-epoxi-7(14)-isodaucano [Bs16].
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En la especie B. microphylla se han analizado el aceite esencial de las hojas
(Bradley y Haagen-Smit, 1951) y de la resina (Mooney y Emboden Jr., 1968; Tucker et al.,
2009), donde se han hallado los monoterpenos: a-pineno [Bm10], B-pineno [Bm11], 1,8-
cineol [Bm12], B-mirceno [Bm13], a-felandreno [Bm14], B-felandreno [Bm15], felandral
[Bm16], limoneno [Bm1]. Asi como el sesquiterpeno trans-p-cariofileno [Bs4].

La composicion quimica del aceite esencial de las hojas (Junor et al., 2008b;
Sylvestre et al., 2007), la corteza (Junor et al., 2008b) y de los frutos (Junor et al., 2008b;
Rosales y Ciccid, 2002) de B. simaruba han reportado la presencia de los monoterpenos:
a-terpineno [Bm17], y-terpineno [Bm18], 4-terpineol [Bm19], p-cimeno [Bm20], sabineno
[Bm21], a-pineno [Bm10], B-pineno [Bm11], mirceno [Bm13] y limoneno [Bm1]. Junto
con los sesquiterpenos; trans-B-cariofileno [Bs4], viridoflorol [Bs5], germacreno D [Bs3],
a-humuleno [Bs17], B-selineno [Bs18], oxido de cariofileno [Bs19].

Zufiiga y colaboradores (2005) analizaron las fracciones volatiles (obtenidas por
destilacion con arrastre con vapor y posterior fraccionamiento con éter etilico) de la madera
de ocho especies de Bursera (B. grandifolia, B. lancifolia, B. morelensis, B. aptera,
B. glabrifolia, B. velutina, B. aloexylon (sinénimo de B. linanoe) y B. submoniliformis)
colectadas en los Estados de Puebla y Guerrero (México). Entre los compuestos
mayoritarios identificados se encuentran los monoterpenos: o-tujeno [Bm22], linalool
[Bm23], limoneno [Bm1], a-terpineol [Bm2] y 4-terpineol [Bm19].

Los sesquiterpenos: B-eudesmol [Bs20] y espatulenol [Bs21]; asi como los alcanos
de cadena larga heptadecano y docosano (Zufiiga et al., 2005).

Por su parte, en el estudio realizado por Noge y Becerra (2009) se analizaron los
componentes volatiles de las hojas de 5 especies de Bursera (B. copallifera, B. excelsa, B.
mirandae, B. ruticola y B. fagaroides) extraidos con CH,Cl,; encontrandose los
monoterpenos: a-pineno [Bm10], pB-pineno [Bm1l], a-felandreno [Bm14] y los
sesquiterpenoides: trans-p-cariofileno [Bs4], a-humuleno [Bs17], germacreno D [Bs3],
biciclogermacreno [Bs22] entre los metabolitos mayoritarios (Noge y Becerra, 2009).

El aceite esencial de las hojas de B. linanoe (Quiroga et al., 2007) y el estudio de
sus componentes volatiles (Noge et al., 2010) indica la presencia de los monoterpenos:

linalool [Bm23], alcanfor [Bm24], acetato de linalool [Bm25] y germacreno D [Bs3].
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En el caso del B. aromética, el aceite esencial de hojas, corteza y frutos estan
compuestos predominantemente por el alcano nonano, los monoterpenos: limoneno [Bm1],
B-pineno [Bm11], asi como los sesquiterpenos: a-copaeno [Bs23], &-cadineno [Bs24],
trans-p-cariofileno [Bs4], viridoflorol [Bs5] (Junor et al., 2010Db).

En el aceite esencial de las hojas y corteza de B. hollicki (Jamaica) los
monoterpenos representan los componentes mayoritarios con: a-pineno [Bm10], B-pineno
[Bm11] y a-terpineol [Bm2]: de los sesquiterpenos, los componentes predominantes son el
trans-p-cariofileno [Bs4] y a-humuleno [Bs17] (Junor et al., 2008a).

Para la especie B. lunanii, los principales metabolitos de los aceites esenciales de las
hojas, frutos y corteza son los monoterpenos: a-pineno [Bm10], a-terpineol [Bm2],
verbenona [Bm26], cis-pinanediol [Bm27], trans-verbenol [Bm28] y mirtenal [Bm29]. Los
sesquiterpenos trans-p-cariofileno [Bs4] y 6xido de cariofileno [Bs19] (Junor et al., 2010a).

La fraccion volatil (obtenida con CH,Cl,) de las hojas de B. velutina (Noge et al.,
2011) y el aceite esencial de las partes aéreas de B. tonkinensis (Hoi et al., 2004) poseen
principalmente los monoterpenos: a-pineno [Bm10], a-felandreno [Bm14], B-felandreno
[Bm15]. Por su parte en el aceite esencial de la partes aéreas de B. morelensis se han
encontrado estos mismos compuestos junto con el sesquiterpeno trans-p-cariofileno [Bs4]
(Carrera-Martinez et al., 2014).

El aceite esencial de los frutos de B. tomentosa contiene: cis-ocimeno [Bm30],
germacreno D [Bs3], n-nonano (Moreno et al., 2010a). Mientras que el aceite de la corteza
posee: n-nonano, cis-ocimeno [Bm30], espatulenol [Bs21], biciclogermacreno [Bs22], epi-
a-cadinol [Bs25], globulol [Bs26], B-selineno [Bs18] (Moreno et al., 2010Db).

Las hojas de B. chemapodicta tienen un aceite esencial rico en compuestos no
terpenoides, principalmente alcanos de cadena corta y derivados de alcanos no terpenoides,
cuyo componente mayoritario es el n-heptano. (Evans y Becerra, 2006).

Las estructuras de los monoterpenoides y sesquiterpenoides hasta ahora
identificados en especies de Bursera estan representadas en las figuras 4 y 5.
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Figura 5. Sesquiterpenoides identificados en especies del género Bursera.( Rengifo et al.,2017)
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2.2.2. DITERPENOIDES, TRITERPENOIDES Y ESTEROIDES.

Adicionalmente a los mono- y sesquiterpenoides hallados en los aceites esenciales y
las fracciones volatiles de las especies de Bursera, también han sido aislados e identificados
otros terpenoides tales como diterpenos, triterpenos y esteroides en las fracciones no
volatiles de las plantas pertenecientes a este género.

Los terpenoides son compuestos basados en unidades de isopreno, cuatro unidades
en el caso de los diterpenos y seis unidades en el caso de los triterpenos.

Hasta la fecha solo se han encontrado reportes de diterpenos en cuatro especies de
Bursera y todos ellos poseen el mismo esqueleto base, el del verticilano. En los tallos de
B. kerberi colectada en México se aislaron 4 diterpenos de este tipo en el extracto de
hexano; (1S,3E,7E,11R)-(+)-verticila-3,7,12(18)-trieno [Bd1], (1R,3E,7E,11R,127)-(+)-
verticila-3,7,12-trieno [Bd2], (1R,7E,112)-(-)-verticila-4(20),7,11-trieno [Bd3], ent-5-epi-
verticilol [(1S,3E,7E,11S,12R)-(+)-verticila-3,7-dien-12-ol] [Bd4] (Hernandez et al., 2005).

El extracto de hexano de B. suntui contiene los diterpenos; [Bd1], [Bd2], [Bd3],
(1S,3E,7E,11S,12S)-(+)-verticila-3,7-dien-12-ol  [Bd5], (1S,3E,7E,11S,12S)-(+)-verticila-
3,7-dieno-12,20-diol [Bd6], (1S,3Z,7S,8S,11S,12S)-(+)-7,8-epoxiverticil-3-eno-12,20-diol
[Bd7], (1S,3Z,7S,11S,12S)-(+)-verticila-3,8(19)-dieno-7,12,20-triol [Bd8] y los acetatos de
[Bd6], [Bd7] y [Bd8] ([Bd9], [Bd10] y [Bd11] respectivamente (Garcia-Gutiérrez et al.,
2008; Hernandez et al., 2005).

Las otras dos especie de Bursera en la que se han reportado diterpenos son: el
extracto metandlico de la resina de B. microphylla, del cual se aislaron: microphyllanina
[Bd12], verticileno [Bd13], ent-5-epi-verticilol [Bd4] (Messina et al., 2015). Y en los tallos
de B. multijuga donde se identificaron: el cembreno A [Bd14], cembrenol [Bd15], (-)-(1S,
3E, 7R, 8R, 11E)-7,8-epoxicembra-3,11-dien-1-ol [Bd16], su acetato [Bd17] (Hernandez et
al., 2014).

En cuanto a los triterpenos, la especie con mayor cantidad de reportes de este tipo
de compuestos es B. graveolens, para la cual en el extracto de EtOH de la corteza de un
espécimen colombiano se reportan los compuestos: acido B-elemonico [Btl], &cido
a-elemdlico [Bt2], acido 3a-hidroxitirucala-7,24-dien-21-oico [Bt3] (Robles et al., 2005).
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Adicionalmente en el extracto metandlico de las virutas de duramen de una especie
encontrada en Venezuela se encontrd la presencia del acido 2,3-seco-oleana-12-eno-2,
3,28-trioico [Bt4] (Crowley, 1964). En los tallos, el lupeol [Bt5] y epilupeol [Bt6] fueron
identificados en el extracto de MeOH (Nakanishi et al., 2005), mientras que en el extracto
metandlico de las hojas se aisl6 la a-amirina [Bt7] y el esteroide 3-O-B-D-glucopiranosil--
sitosterol [Bt8] (Nakanishi et al., 2003).

Para B. simaruba en los extractos de hexano de las hojas de especies encontradas en
La Habana (Cuba) y Caracas (Venezuela) se identificaron los triterpenos: (38, 18p)-lupa-
5,20(29)-dien-3-ol [Bt9], (3B, 18B)-lupa-12,20(29)-dien-3-ol [Bt10], betulinol [Btll], o-
amirina [Bt7]. Junto con los esteroides: B-sitosterol [Bt12], campesterol [Bt13], (24S)-
estigmasta-5,22(E)-dien-3p-ol (estigmasterol) [Bt14] (Alvarez et al., 2015; Carretero et al.,
2008). En el extracto de cloroformo de la resina se hallaron los triterpenos: a-amirina [Bt7],
B-amirina [Bt15], epiglutinol [Bt16], lupeol [Bt5], epilupeol [Bt6], lup-20(29)-eno-3p, 23-
diol [Bt17] (Peraza-Sénchez et al., 1995).

Las estructuras de los diterpenoides hasta ahora identificados en especies de

Bursera estan representadas en la figura 6.
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Figura 6. Diterpenoides aislados en especies del género Bursera. ( Rengifo et al.,2017)
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B. delpechiana (sinénimo de B. linanoe) recolectada en Bangalore posee los
triterpenos: a-amirina [Bt7], &cido ursolico [Btl18], &cido ursonico [Btl19], &cido
acetilursolico [Bt20], acido 11-oxoursolico [Bt21], &cido 11-oxo-acetilursolico [Bt22], 3p-
acetoxiurs-11-en-28,13-olida [Bt23], 3p-acetoxi-11a,12a-epoxiursan-28,13-olida [Bt24],
3B-acetoxi-12p-hidroxiursan-28,13-olida [Bt25] en el extracto de MeOH de la resina
(Syamasundar et al., 1991; Syamasundar y Mallavarapu, 1995).

El extracto de MeOH de B. microphylla (Messina et al., 2015) reporta la presencia
de: &cido oleanénico [Bt26], acido betulénico [Bt27], mansumbinona [Bt28],
malabaricatrienona [Bt29], malabaricatrienol [Bt30], 16,20-dihidroxidammarenona [Bt31].
Mientras que en el extracto de éter etilico de los tallos de la misma especie se aislo el B-
sitosterol [Bt12] (Bianchi et al., 1968).

En la resina de B. cuneata se identificaron los triterpenos: a-amirina [Bt7], B-
amirina [Bt15], hop-22(29)-en-3B-ol [Bt32] y urs-20-en-3-ol [Bt33] (De la Cruz-Cafiizares
et al., 2005; Doménech-Carbo et al., 2006).

Un triterpeno pentaciclico ha sido aislado del extracto de cloroformo de los tallos de
B. arida, nombrado como benulina (acido 3a-hidroxi-3,25-epoxilup-20(29)-en-28-0ico)
[Bt34] (lonescu et al., 1977).

De las hojas de B. klugii (extracto EtOH) colectada en Per( se reportaron los
triterpenos: sapelina A [Bt35], sapelina B [Bt36] (Jolad et al., 1977a).

En el extracto de cloroformo de las hojas y tallos de B. sclechtendalii se encontr6
a-amirina [Bt7] (McDoniel y Cole, 1972); mientras que en los extractos con hexano de los
exudados de B. bipinnatum, B. sessiflorum (sin6nimo de B. ariensis), B. jorullensis
(sinénimo de B. copallifera) y B. galleottiana se identificaron a-amirina [Bt7] y lupeol
[Bt5] (Tursch y Tursch, 2010). Por ultimo en el extracto metandlico de las raices de B.
tonkinensis (Vietnam) se reportdé el esteroide daucosterol (3-O-B-D-glucopiranosil-p-
sitosterol) [Bt8] (Jutiviboonsuk et al., 2005).

Las estructuras de los triterpenoides y esteroides hasta ahora identificados en

especies de Bursera estan representadas en la figura 7.
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Figura 7. Triterpenoides y esteroides aislados de especies del género Bursera. ( Rengifo et al.,2017)
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2.2.3. FLAVONOIDES.

Del extracto de MeOH de las hojas de B. fagaroides var. elongata se aislé 3°-O-a-
L-ramnopiranosilluteolina [Bf1]; de las hojas de B. heteresthes se obtuvo el 7-O-B-D-
glucopiranosilluteolina [Bf2], mientras que el 3-O-a-L-ramnopiranosilmiricetina [Bf3] se
aislé de las hojas de B. ariensis, B. biflora, B. bipinnata, B. excelsa, B. hintonii y
B. sarukhanii (Hernandez et al., 2002).

La corteza de B. simaruba colectada en Belice reporta la presencia de epicatequina
[Bf4] y se observa evidencia de proantocianidinas (polimeros de epicatequina) y sus
derivados glicosidados (Maldini et al., 2009a).

En las hojas de B. graveolens se encontraron 8 flavonoides glicosidados en el
extracto de MeOH: 3’-O-a-L-ramnopiranosilluteolina [Bf1], 3’-O-a-L-(3”-acetil-2”E-p-
cumaril)- ramnopiranosilluteolina [Bf5], 3’-O-a-L-(2”E-p-cumaril)-ramnopiranosilluteolina
[Bf6], 3’-O-a-L-(3”E-p-cumaril)-ramnopiranosil-luteclina [Bf7], 3-O-B-D-glucopiranosil-
kaempferol (astragalina) [Bf8], 3-O-p-D-xilopiranosilkaempferol [Bf9], 3-O-B-D-
galactopiranosilquercetina [Bf10], 3-O-a-L-arabinofuranosilquercetina [Bf11] (Nakanishi
et al., 2003).

Para B. leptophloeos colectada en Brasil, se aislaron 7 flavonoides en el extracto
metandlico de las ramas: 8-(3”-hidroxi-3”-metilbutil)-5, 7,4’-trihidroxiflavonol [Bf12],
8-(3-hidroxi-37-metilbutil)-5,7,4’-trihidroxidihidroflavonol ~ [Bf13], 8-(y,y-dimetilalil)-
5,7,4’-trihidroxiflavonol [Bf14], 8-(y,y-dimetilalil)-5,7,4’-trihidroxidihidroflavonol [Bf15],
6”,6”-dimetildihidropiran(2”,3:7,8)-5,4’-dihidroxiflavonol [Bf16], 6”,6”-dimetildihidro-
piran(2”,3”:7,8)-5,4’-dihidroxidihidroflavonol [Bf17], 5”-isopropenildihidrofuran-
(27,37:7,8)-5,4’-dihidroxidihidroflavonol [Bf18] (Souza et al., 1989).

Las estructuras de los flavonoides hasta ahora identificados en especies de Bursera

estan representadas en la figura 8.
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Figura 8. Flavonoides aislados en especies del género Bursera. ( Rengifo et al.,2017)

2.2.4. LIGNANOS.

Entre los lignanos aislados de B. fagaroides se encuentran, en el extracto de
cloroformo: metil-B-peltatina A [BI1], 5’-desmetoximetil-pB-peltatina A [BI2] (Bianchi et
al., 1969); asi como los lignanos aislados del extracto de MeOH de los tallos (Rojas-
Sepulveda et al., 2012): podofilotoxina [BI3], 5’-desmetoximetil-B-peltatina A [BI2], metil-
B-peltatina A [BI1], 5’-desmetoxiyateina [Bl4], deoxipodofilotoxina [BI5], burseranina
[BI6], acetilpodofilotoxina [BI7]. En el estudio realizado por Veldzquez-Jiménez y
colaboradores, en 2011, sobre el extracto metanolico del exudado, se encontraron los
lignanos: oxipodofilotoxina [BI5], 5’-desmetoxiyateina [Bl4], yateina [BI8], morelensina
[BI9] (Velazquez-Jiménez et al., 2011). Asi mismo en el extracto de CH,Cl, de la corteza
también se han hallado compuestos de este tipo: 7°,8”-dehidropodofilotoxina [BI10], 7°,8’-
dehidroacetilpodofilotoxina [BI11], acetilpicropodofilotoxina [BI12], hinokinina [BI13],

7°,8’-dehidro-trans-p-cumarilpodofilotoxina [BI14, junto con los ya mencionados [BI2],
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[BI3], [BI6] y [BI7] (Mojica et al., 2016). Por ultimo, del extracto de cloroformo de la
resina se obtuvieron 9-acetil-9’-pentadecanoildihidroclusina [BI15], los mono- y di-acetato
de 2,3-desmetoxi-seco-isolintetralina [BI16 y BI17] y de dihidroclusina [BI18 y BI19]
(Morales-Serna et al., 2013).

De B. simaruba se han aislado metil-p-peltatina A [BI1] del extracto de hexano de
las hojas (Noguera et al., 2004 y 2006); picropoligamaina [BI20] del extracto de CHCI3 de
la resina (Peraza-Sanchez y Pefia-Rodriguez, 1992) y yateina [BI8], O-B-D-glucopiranosil-
B-peltatina A [BI21], hinokinina [BI13] y bursehernina (5’-desmetoxiyateina) [Bl4] en el
extracto de MeOH de la corteza (Maldini et al., 2009b).

En las raices de B. tonkinensis se encontraron: burselignano [BI22],
burseneolignano [BI23], (+)-isolariciresinol [BlI24], 5-metoxi-(+)-isolariciresinol [BI25], 4’-
desmetildesoxi-podofilotoxina  [BI26], 4-O-B-D-glucosido de  4’-desmetildesoxi-
podofilotoxina [BI27], 1-(4’-hidroxi-3’-metoxifenil)-2-[4”(3hidroxipropil)-2”,6”-dimetoxi-
fenoxi]-propano-1,3-diol [BI28], dihidrodehidrodiconiferol [BI29] y 5-metoxi-trans-
dihidrodehidrodiconiferol [BI30] (Jutiviboonsuk et al., 2005).

Para B. microphylla se obtuvo deoxipodofilotoxina [BI9] (Bianchi et al., 1968) y
burserano [BI31] (Cole et al., 1969; Trumbull y Cole, 1969) del extracto de éter etilico de
los tallos. En el extracto de MeOH de la resina se aislaron ariensina [BI32], burseranina
[BI6], burserano [BI31] y diacetato de dihidroclusina [BI19] (Messina et al., 2015).

Los tallos de B. permollis colectada en Guatemala presentan deoxipodofilotoxina
[BI5], metil-p-peltatina A [BI1], picrometil-B-peltatina A [BI33], dehidrometil-p-peltatina
A [BI34] y nemerosina [BI35] en el extracto de MEOH (Wickramaratne et al., 1995).

En el extracto de acetona del exudado de B. ariensis se hallé ariensina [BI32]
(Hernandez et al., 1983); mientras que del extracto de MeOH del exudado de B. morelensis
se aislaron deoxipodofilotoxina [BI5] y 5’-desmetoxideoxipodofilotoxina (morelensina)
[BI9] (Jolad et al., 1977b).

Para B. graveolens se obtuvieron burseranina [BI6] y picropligamaina [BI20] del
extracto de MeOH de los tallos (Nakanishi et al., 2005). Asi mismo, en el extracto de
cloroformo de las hojas y tallos de B. sclechtendalii se encontraron los lignanos yateina
[BI8] y 5’-desmetoxiyateina (bursehernina) [Bl4] (McDoniel y Cole, 1972).
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Las estructuras los lignanos hasta ahora identificados en especies de Bursera estan

representadas en la figura 9.

oCh

R: | R R R
1R =0 [Bug) | H H Ac
A Ri R R Ru =0 [BU7) | H Ac  Ac
[BlI] | — OCH: H OCH: CHs H [BIIS) | OCHs H  Ac
%gﬁ} oc{:im ti-ll{ ofﬁ g =0 [BII9] | OCHs Ac  Ac
e ] 1
[B15] - H H OCH:  CHs By R
BI7] | - H OAc OCHy CHy N L
[BIO] | - H H H CH i < .
[B110] | 7 H OH  OCH: CH: ﬂ, ' .
[BI] | 7 H 0Ac OCH: CHs HE P oW
[Bl4] | T H Op-cum OCH; CHj
[BI21] | -  OGk H OCH:  CHs Q\ ‘ ,@\ .
[B126] | - H H OCH: H 17 lef¥ Vihde
[B127) | — H H OCH:  Gle (e
[BI34] | 77" OCH: H OCHy CH; | -R | B R
[Blg) ‘GCH: [BI12] | H Oac
it [B120] H (BIM] | OCH: H

(BI13] [BI15]
fis oy
¥ |
| ® | R
[BL29] H [B23] | ocH: | 7-OH [B24] | H
[BL3O] OCH: [BI28] H e -OH [BI25] OCH;

Figura 9. Lignanos aislados en especies de Bursera.( Rengifo et al.,2017)
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2.2.5. OTROS COMPUESTOS FENOLICOS.

Adicional a los flavonoides y lignanos, se han encontrado otros tipos de compuestos
fenolicos como por ejemplo, la cumarina: escopoletina [Bx1], que ha sido aislada en
extractos de CH,CI, de la corteza de B. fagaroides (Mojica et al., 2016), del extracto de
MeOH de las raices de B. tonkinensis (Jutiviboonsuk et al., 2005) y del extracto
hidroalcohdlico de la corteza de B. grandiflora (Aguilar Santamaria et al., 2012).

En el extracto de MeOH de la raices de B. tonkinensis colectada en Vietnam se
obtuvo el fenilpropanoide: bursefenilpropano [Bx2] (Jutiviboonsuk et al., 2005). En cambio
para B. simaruba ademas de la escopoletina, del extracto metandlico de la corteza se han
aislado varios compuestos fendlicos, algunos de ellos azufrados: 1-O-B-(6-sulfo)-
glucopiranosil-3,4-dimetoxifenilo [Bx3], 1-O-B-(6-sulfo)-glucopiranosil-3,4,5-
trimetoxifenilo [Bx4], 1-O-B-(6-sulfo)-glucopiranosil-3,4-dihidroxyfeniletanol [Bx5], 4-
neohesperidosilfloroacetofenona  [Bx6], 1-O-p-D-glucopiranosil-4-acetil-3,5-dihidroxi-
fenilo [Bx7], picraquassiosido D [Bx8] (Maldini et al., 2009b).

Las estructuras de otros compuestos fendlicos hasta ahora identificados en especies

de Bursera estan representadas en la figura 10.
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Figura 10. Otros compuestos fendlicos aislados de especies del género Bursera.( Rengifo et al.,2017)

En la tabla 4 se ordenan cronolégicamente los trabajos fitoquimicos realizados hasta

ahora en especies del género Bursera.
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Tabla 4. Resumen de los antecedentes fitoquimicos para el género Bursera.

Afo Especie Analisis Compuestos Referencia
. . . . Monoterpenoides |Bradley y Haagen-Smit,
1951 | B. microphylla Hojas (aceite esencial) Sesquiterpenoides | 1951
1961 4 especies de Exudado y latex. (Hx) Triterpenoides Tursch y Tursch, 2010
Bursera
1964 | B. graveolens éggittzseizr?cui;?r;egt OH) Terpenoides Crowley, 1964
Tallos (EE) Esteroides Bianchi et al., 1968
1968 | B. microphylla Lignanos
Resina Monoterpenos Mooney y Emboden Jr., 1968
1969 B. fagaroides Hojas y tallos (CHCI,) Lignanos Bianchi et al., 1969
B. microphylla Tallos (EE) Lignanos Cole et al., 1969
1972 | B. sclechtendalii | Hojas y tallos (CHCIy) ngnanos . McDoniel y Cole, 1972
Triterpenoides
Carbohidratos
21 especies de } Diterpenoides .
1973 Partes aéreas (MeOH) Esteroles Dominguez et al., 1973
Bursera :
Taninos
Triterpenoides
B. arida Tallos (CHCIy) Triterpenoides lonescu et al., 1977
1977 | B. klugii Hojas (EtOH) Triterpenoides Jolad et al., 1977a
B. morelensis Exudado (MeOH) Lignanos Jolad et al., 1977b
1983 | B. ariensis Exudado (ace) Lignano Hernandez et al., 1983
1989 | B. leptophloeos | Ramas (EtOH) Flavonoides Souza et al., 1989
1991 B..delpe(‘:hlana Resina (MeOH) Triterpenoides Syamasundar et al., 1991
(Sin. B. linanoe)
1992 | B. simaruba Resina (CHCI,) Lignanos Peraz}a-Sénchez y Pefia-
Rodriguez, 1992
B. delpechiana . . . Syamasundar y
1995 (Sin. B. linanoe) Resina (MeOH) Triterpenoides Mallavarapu, 1995
B. permollis Tallos (MeOH) Lignanos Wickramaratne et al., 1995
B. simaruba Resina (CHCIy) Triterpenoides Peraza-Sanchez et al., 1995
1996 | B. leptophloeos | Corteza (MeOH) Sesquiterpenoides | Barreira et al., 1996
2002 8 e;[:(:(s:;;de Hojas (MeOH) Flavonoides Hernandez et al., 2002
B. simaruba Frutos (aceite esencial) Monoterpenoides | Rosales y Ciccio, 2002
Esteroides
Hojas (MeOH) Flavonoides Nakanishi et al., 2003
2003 | B. graveolens . .
Triterpenoides
Madera (EE) Monoterpenoides | Yukawa e Iwabuchi, 2003
B. graveolens Madera (EE) Sesquiterpenoides ;((;jolfgv aetal, 2004a,
2004 "B “Simaruba Hojas (Hx) Lignano Noguera et al., 2004

B. tonkinensis

Partes aéreas (aceite €s.)

Monoterpenoides.

Hoi et al., 2004
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8 especies de

Hidrocarburos de
cadena larga

Bursera Corteza (EE) Monoterpenoides ZUfiga et al., 2005
Sesquiterpenoides
Monoterpenoides
B. cuneata Resina Sesquiterpenoides [De la Cruz-Cafiizares et al., 2005

Triterpenoides

Lignanos

2005 Tallos (MeOH) - . Nakanishi et al., 2005
B. graveolens Triterpenoides
Corteza (EtOH) Triterpenoides Robles et al., 2005
B. suntui Madera (EE) MonoFerpenou.ies Yukawa et al., 2005
Sesquiterpenoides
B. kerberi Tallos (Hx) Diterpenoides Hernandez et al., 2005
Cumarinas
B. tonkinensis Raices (MeOH) Esteroides Jutiviboonsuk et al.,2005
Lignanos
Alcanos cadena
B. chemapodicta | Hojas (aceite esencial) cortay derivados | Evansy Becerra, 2006
2006 no terpenoides
B. cuneata Resina Triterpenoides Doménech-Carb0 et al., 2006
M -
B. graveolens Madera (EE) ono?erpenou.jes Yukawa et al., 2006
Sesquiterpenoides
B. aloexylon . . . ) .
2007 | (Sin. B. linance) Hojas (aceite esencial) Monoterpenoides | Queiroga et al., 2007
B. graveolens Tallos (aceite esencial) Monoterpenoides | Young et al., 2007
L Hojas (aceite esencial) .
B. hollickii - - Monoterpenoides | Junor et al., 2008a
Corteza (aceite esencial)
. Esteroide
Hojas (Hx) sterol .S Carretero et al., 2008
2008 Terpenoides
B. simaruba Hojas (aceite esencial) Sesquiterpenoides
Corteza (aceite esencial) . Junor et al., 2008b
- - Monoterpenoides
Frutos (aceite esencial)
B. suntui Tallos (Hx) Sesquiterpenoides |Garcia-Gutiérrez et al., 2008
5 especies de . Monoterpenoides
H CH,CI . . N B , 2009
Bursera ojas (CHCl) Sesquiterpenoides | | J¢ Y Secera
. . . Monoterpenoides
Hojas (aceite esencial) . P ) Carmona et al., 2009
Sesquiterpenoides
B. graveolens . . Monoterpenoides
grav Ramas (aceite esencial) . P ; Santana et al., 2009
Sesquiterpenoides
2009 Corteza (MeOH) Triterpenoides Robles et al., 2005
. Oleorresina . .
B. microphylla . ! . Sesquiterpenoides | Tucker et al., 2009
(aceite esencial)
Proantocianidinas | Maldini et al, 2009b
B. simaruba Hojas (MeOH) Lignanos Maldini et al., 2009a
Flavonoides
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B. simaruba
(continuacion)

Hojas (MeOH)

Compuestos
fendlicos

Maldini et al., 2009a

Hojas (aceite esencial)

Monoterpenoides
Sesquiterpenoides

Sylvestre et al., 2007

B. aromatica

Hojas, corteza y frutos
(aceite esencial)

Sesquiterpenoides

Junor et al., 2010b

B. delpechiana
(Sin. B. linanoe)

Hojas y ramas (CH,Cl,)

Monoterpenoides

Becerra y Noge, 2010

Hojas, corteza y frutos

Monoterpenoides

B. lunanii . ) . . Junor et al., 2010a
2010 (aceite esencial) Sesquiterpenoides
. Mon ari .
B. simaruba Exudado ° 'osaca dos Noriega-Ramos et al.,2010
Taninos
Alcanos
Frutos (aceite esencial) Monoterpenoides | Moreno et al., 2010a
B. tomentosa : .
Sesquiterpenoides
Corteza (aceite esencial) | Sesquiterpenoides | Moreno et al., 2010b
B. fagaroides Exudado (MeOH) Lignanos Veladzquez-Jiménez et al., 2011
2011 Alcanos
B. velutina Hojas (CH,Cl,) Monoterpenoides | Noge et al., 2011
Sesquiterpenoides
2012 B. fagaroides Tallos (MeOH) Lignanos Rojas-Sepulveda et al., 2012
B. grandiflora Corteza (EtOH-H,0) Cumarinas Aguilar et al., 2012
B. fagaroides Resina (CHCIs) Lignanos Morales-Serna et al., 2013
Corteza Benzofuranoides
Frutos Monoterpenoides
2013 Hojas Sesquiterpenoides Mufioz-Acevedo et al.,
B. graveolens 2013
Ramas Benzofuranoides
Benzofuranoides
Resina
Monoterpenoides
) Partes acreas Monoterpenoides |Carrera-Martinez et al.,
B. morelensis S it id 2014
2014 (aceite esencial) esquiterpenoldes
B. multijuga Tallos Diterpenos Hernandez et al., 2014
Terpenoides
B. microphylla Resina (MeOH) Messina et al., 2015
2015 Lignanos
B. simaruba Hojas (Hx) Triterpenos Alvarez et al., 2015
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. Li ..
2016 | B.fagaroides Corteza (CH,Cl,) |gnanps Mojica et al.,2016
Cumarinas
Alcanos de
2017 B. inversa Semillas (Hx) cadena larga y Rengifo et al., 2017
derivados
Fenilpropanoides
2018 | B. graveolens Hojas y corteza (EtOH) Fenoles Alvarez et al., 2018
Flavonoides
B. simaruba . Monoterpenos
Resina (Hx) S it Hernandez et al, 2019
B. tomentosa esquiterpenos ;
2019
B. kerberi
. Tallos (Hx) M_onoterpgnmdes Abad del Rio et al.; 2019
B. suntui Diterpenoides
Alcaloides
2020 | B.simaruba Corteza (EtOH) Estermdgs Castro et al., 2020
Flavonoides
Quinonas
Triterpenos

2.3. ACTIVIDADES BIOLOGICAS REPORTADAS PARA ESPECIES DEL
GENERO BURSERA.

La familia Burseraceae se reconoce por ser arboles o arbustos que poseen resinas
que van de incoloras a blanco en su corteza, las cuales, en su interior cuentan con canales
resiniferos y balsamiferos ricos en aceites esenciales tipo terpenos, lignanos y otros tipos de
compuestos, confiriéndole esta mezcla compleja de compuestos, aromas caracteristicos y
propiedades medicinales a muchas especies de esta familia (Jaimes, 2009 y Siani et al.,
2012). Estas propiedades medicinales nos indican que esta familia de plantas posee
actividad biologica especifica en algunos casos para tratar enfermedades en el organismo a
través de los extractos acuosos y etandlicos de las hojas, corteza, frutos y semillas de
muchas especies que han sido mencionados por su capacidad anticancerosa, antioxidante,
antimicrobiana, antiséptica, anti-tumoral, antiinflamatoria, anticolesterol, insecticida,
analgesica, antialérgica y hepatoprotectora.

Asi de esta manera, el estudio de las propiedades farmacologicas atribuidas a las

especies del género Bursera y su composicion quimica de las diversas estructuras

28



morfoldgicas (tallos, hojas, corteza), aceites esenciales y resinas confirman gran parte de
las aplicaciones hechas por la medicina tradicional sobre las especies que conforma este
género principalmente para probar su actividad antiinflamatoria, antibacteriana y
anticancerosa. En la tabla 5 se presenta un resumen sobre las distintas propiedades
bioldgicas obtenidas con especies de Bursera y/o de los compuestos obtenidos a partir de

ellas.

Tabla 5. Actividades bioldgicas reportadas de especies del género Bursera.

Propiedad Especie Resultados Referencia

B. arida El extracto de hexano presenta actividad | Canales et al., 2005

contra Staphylococcus aureus.

Los extractos de MeOH de las hojas y tallos
presentan una alta actividad contra | Yasunaka et al., 2005
Staphylococcus aureus con valores de MIC 8

B. simaruba y 64 ng/mL respectivamente.

Los extractos acuosos y etanolicos presentan | Rosas-Pindn et al.,
actividad contra Streptococcus mutans con | 2012
valores de MIC de 100 y 62,5 pg/mL

Antibacteriana respectivamente.

El aceite esencial presenta actividad contra
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis
B. tomentosa | y Salmonella typhi, con valores MIC de 80 | Moreno et al.,2010a
pg/mL, 120 pg/mL y 100 pg/mL,

respectivamente.

B. aloexylon El aceite esencial de las hojas es un inhibidor | Quiroga et al.,2007

(Sin. B. efectivo contra Rhodococcus equi (0,60
linanoe) mg/mL) y Staphylococcus epidermidis (0,15
mg/mL).

El extracto alcohdlico de la corteza presenta
B. simaruba actividad inhibitoria contra Bacilus subtilis, | Rojas y Rodriguez,
Staphylococcus aureus y Micrococcus luteus | 2008

con valores de MIC de 25 mg/mL.
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Antibacteriana
Antifungica

Antiinflamatoria

B. odorata
(sin.

B. fagaroides)

El extracto de EtOH presenta actividad
inhibitoria contra Mycobacterium tuberculosis
(responsable de la mayoria de los casos de
tuberculosis) en un 67 % a 100 pg/mL.

Murillo-Alvarez et al.,
2001

El extracto de CHCI; del tronco muestra

actividad antifangica contra Candida albicans

B. simaruba (100 pg) y Cladosporium cucumerium (50 Rahalison et al.,1993
ug). Por su parte el extracto de CHCl; de la
corteza solo es activo frente a C. albicans
(100 pg).

B. aptera La mayor actividad antibacteriana se observo | Sanchez-Monroy et

B. fagaroides,
B.
schlechtendalii
B. galeottiana

B. morelensis

contra  Staphylococcus  epidermidis vy
Salmonella typhimurium por los extractos de
hojas de B. aptera (MIC 0.002 mg/mL)
y los tallos de B. fagaroides (MIC 0.015
mg/mL). El extracto de tallos de B. morelensis
contra Fusarium bootii presenté el mayor
efecto antifiingico (menor a 50 pg/mL). La
actividad antiinflamatoria de B. fagaroides
fue de 51,24 % de inhibicién del edema (1
78,76 % de Ia

indometacina (0,358 mg/oreja).

mg/oreja) frente al

al., 2020

B. fagaroides

Los lignanos aislados [BI10], [BI11] y [BI14]
muestran diferentes grados de citotoxicidad
contra las células humanas de céancer
nasofaringeo (KB), de colon (HF-6), de seno
(MCF-7) y de préstata (PC-3) con valores de

IC50 de 1,49 a 1,0 x10-5 uM.

Mojica et al., 2016

Anticancerosa

B. graveolens

Los lignanos aislados [BI6] y [BI20] y el
lupeol [Bt5] presentan actividad inhibitoria
contra las células cancerigenas HT1080
(fibrosarcoma humano) con valores de ED50

de 5,5; 1,9 y 16,7 ug/mL respectivamente.

Nakanishi et al., 2005
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Anticancerosa
(continuacion)

B. klugii

La fraccién en cloroformo del extracto
etandlico de las hojas mostro actividad
contra dos sistemas: leucemia linfatica P-
388 (3PS) y carcinoma humano
epidermoide de nasofaringe (9KB). La
actividad contra el sistema PS es debida a
los triterpenos aislados ([Bt35] y [Bt36]).

Jolad et al., 1977a

B. microphylla

Los compuestos ariensina [BI32], burserano
[BI31] y diacetato de dihidroclusina [BI19]
fueron efectivos contra la linea celular
RAW264.7 (cancer murino): IC50
micromolar.

Messina et al., 2015

B. morelensis

La deoxipodofilotoxina [BI5] muestra
actividad contra los sistemas PS (leucemia
linfatica P-388) y KB (carcinoma humano
epidermoide de nasofaringe) mientras que
morelensina [B19] solo presenta actividad

contra el sistema PS.

Jolad et al., 1977b

B. simaruba

El aceite esencial de las hojas es activo
contra las células tumorales A-549 (cancer
de pulmén) y DLD-1(adenocarcinoma de
colon) con valores de GI50 de 42 + 2y 48
2 pg/mL respectivamente. La evaluacion

indica que el o-humuleno [Bsl7] es el

posible responsable de la actividad.

Sylvestre et al., 2007

B. fagaroides

Los resultados sugieren que no se combine
la ingestion de algun tipo de té o brebaje
preparado con dicha planta cuando se
administre difluorometilornitina (DFMO),
dado que este procedimiento podria
favorecer el desarrollo neoplésico, en lugar

de deprimirlo.

Reynoso-Orozco
et al., 2008a,
2008h
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B. tonkinensis

El extracto de CH,CI, de las raices exhibe
una citotoxicidad contra las células de KB
con un valor de IC50 de 4,1 pg/mL. Ademas
el compuesto aislado  4’-
demetildesoxipodofilotoxina [BI26] exhibe
actividad significativa contra las lineas
celulares KB, Col2 y LNCaP (IC50 17,7;

23,1y 10,0 ng/mL respectivamente).

Jutiviboonsuk et al.,
2005

B. fagaroides

El extracto de EtOH de la corteza posee
citotoxicidad contra las células de linfoma
en ratones murinos L-5178Y con un valor
de ED50 de 20 pg/mL. El ensayo in vivo
muestran que la actividad es dosis y via de

administracion /dependiente.

Puebla-Pérez et al., 1998
Puebla-Pérez, 1999

B. odorata

(Sin. B.

fagaroides)

El extracto de EtOH es citotoxico para las
HCT-116
humano) con un IC50 < 0,076 pg/mL

células (cancer  colorrectal

Murillo-Alvarez et al.,
2001

Anticonceptiva

B.

sclechtendalii

B. fagaroides

Extractos acuosos de los tallos presenta un
alto grado de aglutinamiento de los
espermatozoides, los resultados indican que
las proteinas presentes en los extractos son

las responsables de la actividad.

Serrano y
Garcia-Suéarez, 2001

Antiinflamatoria

B. graveolens

El extracto hidroalcohé6lico de las ramas
inhibe en un 88.23 % la

producida por aceite de crotdn en la oreja de

inflamacion

ratén.

Santana et al., 2009

B. morelensis

El  aceite  esencial presenta  un
comportamiento antiinflamatorio positivo
con el modelo de edema plantar inducido

por carragenina.

Carrera-Martinez et al.,
2014

B. simaruba

El extracto de CHCI; de la corteza demostrd
una actividad inflamatoria topica sobre los
edemas inducidos por aceite de crotén en las
orejas de raton con un valor de 1D50 143

pg/cm2 (Control: indometacina: 93 ug/cmz).

Sosa et al., 2002
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B. simaruba

(continuacion)

El extracto de hexano de las hojas y algunas
fracciones inhiben la inflamacién inducida
por la carragenina en el test de edema
plantar. Uno de los principales metabolitos
involucrados en esta actividad es la metil-p-
peltatina A [BI1].

Noguera et al., 2004,
2006

Antioxidante

B. graveolens

El extracto de las hojas y la corteza, por el
contenido de flavonoides y fenoles, podrian
ser usados como fuente de nuevos
antioxidantes por su gran poder reductor de

radicales libres y su baja toxicidad.

Alvarez, 2018

Antiparasitario

B. simaruba.

El ensayo de hemolisis realizado con el
extracto de la corteza sugiere su uso como
un método antimalarico in vitro seguro ya

gue no causan la lisis de los eritrocitos

Castro, 2020

Antiviral

B. simaruba

Los compuestos triterpénicos aislados [Bt9-
Bt11] mostraron ser activos contra con los
virus de herpes HSV-1y HSV-2.

Alvarez et al., 2015

Espasmolitico

B. filicifolia

El extracto etandlico presenta una moderada
inhibicion de la actividad de contraccion de

los masculos lisos.

B. microphylla

El extracto etandlico muestra una inhibicién
débil de la actividad de contraccion de los
musculos lisos

Encarnacién-

Dimayuga et al.,1998b

Tratamiento de

obesidad

B. grandiflora

Los animales (ratones) tratados con un
extracto hidroalcohdlico registraron una
disminucién de los triglicéridos. Las
evaluaciones de toxicologia revelaron que la
administracion del extracto no produjo
muertes en los animales de experimentacion,

ni cambios orgénicos o de comportamiento.

Aguilar et al., 2012

Toxicidad

B. graveolens

El ensayo de toxicidad aguda con camarones
muestra que el extracto acuoso no es toxico
(LC50 > 10000 pg/mL) mientras que el
extracto

etandlico posee una elevada

toxicidad (LC50 = 139 pg/mL).

Bussmann et al., 2011a

33




El aceite exhibe actividad tdxica contra
Cylas formicarius elegantulus, que es la
Insecticida B. hollicki mayor plaga que actla sobre las batatas | Junor et al., 2008a
(Ipomoea batatas). No se observa actividad
antioxidante en el aceite con el ensayo de
DPPH.

El extracto  metandlico de la corteza | Marston et al., 1996
presenta actividad  molusquicida contra
Molusquicida B. simaruba Biomphalaria glabrata (uno de los
huéspedes intermedios de la
esquistosomiasis) con un valor de 400
ppm/24 h.

2.4. METODOS CROMATOGRAFICOS.

La cromatografia es un método muy utilizado en todas las ramas de la ciencia que
permite la separacion, identificacion y determinacion de los componentes quimicos en
mezclas complejas. Ningun otro método de separacion es tan potente y de aplicacion tan
general. Las cromatografias son procesos que abarcan varias técnicas separativas, basadas
en propiedades fisicas de ciertos materiales, que en interaccion con sustancias o mezclas de
sustancias, las cuales guardan relacion con las propiedades quimicas de éstas, permite
descomponer una mezcla y analizar sus constituyentes (Chicharro, 2005).

Con el desarrollo de la tecnologia, las técnicas cromatograficas se diversificaron y
mejoraron sensiblemente su capacidad para resolver mezclas de distinta naturaleza con
métodos sencillos y de mucha aplicabilidad en la separacién de compuestos organicos.

A continuacion se presenta una breve descripcion de las principales técnicas
cromatograficas disponibles y sus aplicaciones.

2.4.1. CROMATOGRAFIA DE CAPA FINA (CCF O TLC).

La cromatografia en capa fina (en inglés, thin layer chromatography o TLC) es una
técnica analitica rapida y sencilla que sirve para controlar el grado de separacién y de
purificacidon en una mezcla de compuestos. Entre otras cosas permite determinar el grado de
pureza de un compuesto, comparar muestras (si dos muestras corren igual en placa podrian

ser idénticas, si por el contrario, corren distinto entonces no son la misma sustancia) y
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realizar el seguimiento de una reaccion estudiando cdmo desaparecen los reactivos y como
aparecen los productos finales o, lo que es lo mismo, saber cuando la reaccion ha acabado.
La muestra a analizar se deposita cerca de un extremo de una lamina de plastico o aluminio
que previamente ha sido recubierta de una fina capa de adsorbente (fase estacionaria).
Entonces, la lamina se coloca en una cubeta cerrada que contiene uno o varios disolventes
mezclados (eluyente o fase movil). A medida que la mezcla de disolventes asciende por
capilaridad a través del adsorbente, se produce un reparto diferencial de los productos
presentes en la muestra en el adsorbente segln las velocidades relativas de los equilibrios
adsorcion/desorcion sobre la superficie del adsorbente, entre cada uno de los componentes
de la muestra y el disolvente.

2.4.2. CROMATOGRAFIA DE CAPA FINA PREPARATIVA (CCFP O PTLC).

La cromatografia preparativa se diferencia de la técnica basica en muchos aspectos,
desde la preparacion de la papilla que debe hacerse con menos agua que lo comun hasta la
cantidad de muestra que se puede estudiar. Una papilla mas espesa ayuda a estabilizar el
grosor de las placas que se precisa para una carga de mayor magnitud. Las placas utilizadas
en cromatografia preparativa son placas grandes, de aproximadamente 20 x 20 cm cuyo

espesor optimo oscila desde 1Imm hasta un maximo de 2 mm.

La siembra de la muestra se realiza a lo ancho de la placa mediante la ayuda de una
jeringuilla o tubo capilar, que el frente sea lo mas estrecho posible. Una vez localizados los
compuestos, estos se extraen de la fase estacionaria, uno a uno, con la ayuda de una
espatula, sobre un papel de filtro u otro soporte. Posteriormente se coloca cada componente
en un erlenmeyer, y se mezcla con un disolvente (metanol). Una vez disuelto el compuesto
se filtra varias veces para separar el compuesto y la fase estacionaria. Una vez separado se
elimina el disolvente (destilacion), con lo cual se obtiene el componente separado.

2.4.3. CROMATOGRAFIA DE EXCLUSION MOLECULAR.

Las columnas de cromatografia de exclusiébn molecular separan los componentes
segun su tamafio molecular en estado disuelto, pues las moléculas méas grandes se eluyen
primero, esta separacion se consigue mediante la exclusién o inclusion diferencial de
componentes en las particulas del material de empaquetado. Ademas de la separacion de

componentes discretos, esta técnica se utiliza para caracterizar la distribucion del peso
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molecular de compuestos de gran tamafio como los polimeros. Hay distintos tipos de
columnas basadas en polimeros y en silice (Braithwaite y Smith, 1999).

La capacidad de separacion depende de las esferas porosas que conforman el gel
(fase estacionaria), asi cuanto mayor es una molécula menos capacidad tiene de acceder al
interior de las esferas del gel y por consiguiente eluirdan primero, mientras que las
moléculas de menor tamafio molecular pueden penetrar dentro de las esferas porosas por lo
gue son retenidas durante mayor tiempo en la columna y no estaran presentes en el inicio
del recorrido del eluyente. Nos permite separar moléculas grandes como las saponinas de
otras mas pequefias como flavonoides, taninos, alcaloides, etc.; también puede ser utilizada
para separar las clorofilas presentes de los compuestos de interés.

2.4.4. CROMATOGRAFIA LIQUIDA AL VACIO (CLV O VLC).

La cromatografia liquida al vacio (VLC, por sus siglas en inglés) es una técnica
preparativa que utiliza el vacio para agilizar el paso de solvente por la muestra, y se emplea
para obtener un fraccionamiento preliminar de los extractos de las plantas (Hostettmann et
al., 1998). Esta técnica se utiliza normalmente de forma inicial por su capacidad de arrastre
de fases de separacion y purificacion mas precisas como la cromatografia de capa fina. Para
esta técnica se coloca la fase estacionaria en un embudo de placa porosa (de didametro y
altura de acuerdo a la cantidad de muestra) unido a un kitasato que esti conectado a una
linea de vacio y se hace pasar solvente en diferentes fracciones para luego ser concentradas
por rotaevaporacion.

2.4.5. CROMATOGRAFIA DE GASES/MASAS (CG/EM O GC/MS).

La CG/EM es la técnica de eleccion para el analisis de moléculas organicas méas
pequerfias y volatiles como bencenoides, alcoholes y aromaticas, y metabolitos secundarios
simples como esteroides, acidos grasos y hormonas. También se puede aplicar en el estudio
de muestras liquidas, gaseosas y sélidas.

La técnica comienza con el cromatografo de gases, donde la muestra se volatiliza y
separa sus diversos componentes utilizando una columna capilar llena con una fase
estacionaria (s6lida) y un gas portador inerte como argén, helio o nitrégeno. A medida que
los componentes se separan, se eluyen de la columna en diferentes momentos, lo que se

conoce como sus tiempos de retencion. Los componentes salen de la columna de CG, y se
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ionizan por el espectrometro de masas, que utiliza fuentes de ionizacion quimica o
electronica. Las moléculas ionizadas se aceleran a través del analizador de masas del
instrumento, que es un cuadrupolo o una trampa de iones que los separa en funcion de sus
diferentes relaciones masa/carga (m/z).

Al final de este proceso se realiza la deteccidn con un detector que tiene el equipo y
el analisis de iones a través de los picos compuestos que aparecen en funcidén de sus
relaciones m/z. Las alturas de los picos, son proporcionales a la cantidad del compuesto

correspondiente y se obtienen de forma matematica relacionados con el espectro de masas.

2.5. DETERMINACION ESTRUCTURAL. METODOS ESPECTROSCOPICOS.

Los métodos espectroscopicos son aquellos en los que existe intercambio de energia
entre la radiacién electromagnética y la materia que serad de distinta naturaleza en funcién
de la energia de la radiacion utilizada (caracterizada por su longitud de onda). La
determinacién de estructuras en Quimica Organica se hace con técnicas espectroscéopicas
como son: Espectroscopia Ultravioleta-visible (UV); Espectroscopia Infrarroja (IR);
Espectrometria de Masas (EM) y Resonancia Magnetica Nuclear (RMN); pueden ser
bastante especificos a la hora de elucidar la estructura de los componentes de una mezcla 'y
su proporcion relativa. En vista de la importancia que representan los métodos
espectroscdpicos es necesario conocerlos, es por ello que presentamos un resumen de los
métodos més utilizados:

2.5.1. ESPECTROSCOPIA ULTRAVIOLETA-VISIBLE (UV).

La espectroscopia UV-Vis es una técnica analitica que mide la cantidad de
longitudes de onda discretas de luz UV o visible (radiacién con longitud de onda
comprendida entre los 160 y 780 nm) que son absorbidas o transmitidas a través de una
muestra en comparacion con una muestra de referencia o en blanco. Esta propiedad esta
influenciada por la composicion de la muestra, potencialmente proporcionando informacion
sobre lo que hay en la muestra y en qué concentracion.

La absorcién de esta radiacion causa la promocion de un electron a un estado
excitado. Basados en el principio de que los electrones que se excitan al absorber radiacion
de esta frecuencia son los electrones de enlace de las moléculas, se pueden correlacionar

los picos de absorcion con los distintos tipos de enlace presentes en el compuesto esto
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permite identificar los grupos funcionales presentes en una molécula. Las bandas que
aparecen en un espectro UV-Vis son anchas debido a la superposicion de transiciones
electronicas con diferentes niveles vibracionales tanto de partida como de llegada.

2.5.2. ESPECTROSCOPIA INFRARROJA (IR).

La espectroscopia infrarroja es una técnica espectroscOpica que trata de la
interaccion entre una molécula y la regién infrarroja (4.000-400 cm™) del espectro
electromagnético basada en las vibraciones de los enlaces quimicos que esta molécula
posee (vibraciones de tension y deformacién). Una molécula absorbera la energia de un haz
de luz infrarroja cuando dicha energia incidente sea igual a la necesaria para que se dé una
transicion vibracional de la molécula. Es decir, la molécula comienza a vibrar de una
determinada manera gracias a la energia que se le suministra mediante luz infrarroja. El
espectro IR puede dividirse en dos regiones: la region de grupos funcionales (4.000-1.000
cm™) y la regién de la huella dactilar (1.000-400 cm™); esta Gltima es Unica para cada
compuesto, excepto que se trate de enantibmeros (Stuart, 2004). Por lo tanto, la utilidad de
un espectro de infrarrojo reside principalmente a que indica la presencia o ausencia de
grupos funcionales en la molécula y ademas permite confirmar la identidad de un
compuesto si se compara con el espectro de una muestra patron conocida.

2.5.3. ESPECTROMETRIA DE MASAS (EM).

La Espectrometria de Masas, EM (MS por sus siglas en inglés), es una técnica usada
para identificar compuestos desconocidos, cuantificar compuestos conocidos, y para
elucidar la estructura y propiedades quimicas de las moléculas; con la espectrometria de
masas de alta resolucion (EMAR o HRMS) se puede obtener la férmula molecular real de
un compuesto utilizando una pequefia cantidad del mismo. La muestra es ionizada (y por
tanto destruida) usando diversos procedimientos de los cuales el méas usual y/o utilizado es
la técnica denominada de Impacto Electronico que consiste en el bombardeo de la muestra
con una corriente de electrones a alta velocidad. Mediante este proceso, la sustancia pierde
algunos electrones y se fragmenta dando diferentes iones, radicales y moléculas neutras.
Los iones (moléculas o fragmentos cargados) son entonces conducidos mediante un
acelerador de iones a un tubo analizador curvado sobre el que existe un fuerte campo

magnético y conducido a un detector sobre el que se recogen los impactos de dichos iones
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en funcion de la relacién carga/masa de los mismos. Los fragmentos con carga se registran
en el espectro de masas segun la relaciéon unidad de masa/nimero de cargas (m/z, donde
z=1 generalmente) (Gross, 2004).

2.5.4. RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN).

La Resonancia Magnética Nuclear (RMN) es una espectroscopia de absorcion, cuyo
fundamento radica en la propiedad que poseen algunos nucleos de absorber energia cuando
son sometidos a la accion de radiofrecuencias. Este tipo de radiacion provoca un transito
entre niveles de energia resultante de la interaccién de un campo magnético externo con las
distintas orientaciones del espin nuclear que arrojan sefiales particulares de acuerdo a la
distribucion espacial que posee la molécula.

En la actualidad, no se conoce una técnica mas potente que la espectroscopia de
RMN en la dilucidacién de estructuras moleculares en fase liquida, por lo que esta técnica
constituye el pilar basico para la identificacién y caracterizacion de compuestos. La RMN
permite resolver la estructura de compuestos organicos y organometalicos, posibilita la
determinacion de la estereoquimica del esqueleto carbonado y proporciona una informacion
valiosa de otros nucleos magneéticamente activos.

La espectroscopia de RMN se basa en la medicion de la energia que absorben los
nacleos sometidos a un campo magnético y pueden analizarse una amplia variedad de
nlcleos, sin embargo los mas estudiados en Quimica Organica son 'H y °C. Los
desplazamientos quimicos de las sefiales de RMN de *H (0-20 ppm) y de *C (0-220 ppm)
dan informacién acerca del entorno de los hidrégenos (alifaticos, aromaticos, olefinicos,
geminales, vecinales y/o unidos a heteroatomos, entre otros) y de los carbonos (en dobles
enlaces, aromaticos, carbonilicos, oxigenados, entre otros). Existen diversos experimentos
de RMN, los cuales pueden ser en una o dos dimensiones (1D o 2D), con estos ultimos
pueden observarse correlaciones homonucleares (entre dos nuacleos iguales) o
heteronucleares (entre dos nucleos diferentes).
2.5.4.1. Espectros RMN unidimensionales (1D).

Aunque se expresan en un plano (bidimensional), representan la observacién de un
solo tipo de nucleo por supresion de los desdoblamientos (interacciones) con otros tipos de

ndcleos.

39



2.5.4.1.1. RMN 'H,

Los hidrdgenos de una molécula resuenan a desplazamientos quimicos distintos en
funcién de la densidad electronica que les circunda, dado que los electrones en las
moléculas modifican el campo magnético percibido por los nicleos, cada nucleo de
hidrégeno tendrd una frecuencia de resonancia ligeramente diferente. En términos
generales, una mayor densidad electrénica circundante a un hidrégeno hace que este
aparezca en un espectro de RMN a desplazamientos quimicos pequefios (apantallamiento)
en caso contrario una densidad electronica pequefia alrededor de un hidrégeno hace que
este aparezca a desplazamientos quimicos mas altos (desapantallamiento). Este tipo de
espectro da informacion sobre el nimero (integral) y los tipos de hidrégenos presentes en la
molécula (desplazamiento quimico o posicién en el espectro, multiplicidad y constantes de
acoplamiento) lo que indica el entorno quimico del nicleo y permite obtener informacion
sobre los grupos funcionales a los que pertenecen o que estan cerca y provee informacién
de su posible distribucion espacial.
2.5.4.1.2.RMN *C.

El nicleo **C también muestra resonancia magnética nuclear a pesar de ser unas 400
veces menos sensible que los protones en la RMN. Su abundancia es de sélo el 1,1 % y por
ello, no es normal ver el acoplamiento entre nudcleos de carbono. Los desplazamientos
quimicos, también medidos con respecto al tetrametilsilano (TMS), se encuentran en el
rango de 0-220 ppm y son afectados por los mismos factores que en el caso de los protones.
El nimero de picos en el espectro indica el niUmero de tipos de carbono magnéticamente
diferentes presentes en la sustancia analizada.

Este espectro tan sencillo se obtiene suprimiendo los acoplamientos que se producen
entre los atomos de carbono y los de hidrégeno, en caso contrario el espectro obtenido
puede ser muy complejo, por lo general, los picos del carbono aparecen como sefiales
multiples segun el namero de atomos de hidrégeno unidos al carbono: si hay dos da lugar a
un triplete, si hay tres a un cuartete (regla de n+1) de la misma forma que los protones el
desplazamiento quimico da informacion de los grupos funcionales (espectro de banda
ancha, BB por sus siglas en inglés “broad band”). Dependiendo del tipo de experimento

realizado se puede obtener informacion del nimero de hidrogenos unidos a cada carbono.
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Uno de estos experimentos es el DEPT, que es un técnica que permite aumentar la
sensibilidad con nucleos poco sensibles que estén acoplados con otro nucleo activo de
mayor sensibilidad (*H generalmente). Asi, para *3C se hace posible discriminar entre CH,
CH, y CHs y los C cuaternarios (no aparecen en el DEPT) se deducen por diferenciacion
con el espectro de banda ancha.

2.5.4.2. Espectros RMN bidimensionales (2D).

Por lo general, las moléculas organicas que se estudian son estructuras complejas y

dificiles de elucidar, poseen una gran variedad de hidrégenos y carbonos, asi como otros
elementos enlazados en la cadena, para estas moléculas los experimentos de RMN
unidimensionales no son suficientes para determinar su estructura de forma especifica y
precisa, es por esto que se recurre a los experimentos bidimensionales (2D). Los
experimentos 2D mas utilizados son aquellos que dan informacion sobre los acoplamientos
entre los hidrégenos de la molécula (*H,'H COSY y 'H'H TOCSY) y sobre los
acoplamientos entre los carbonos e hidrégenos de la misma (*H,**C HSQC, *H,**C HMQC
y 1H,%*C HMBC).

Cada experimento consta de una secuencia de frecuencia de radio (RF) pulsos con
periodos de retardo entre ellos. El tiempo, las frecuencias y las intensidades de estos pulsos
distinguen los diferentes experimentos de RMN entre si. Casi todos los experimentos
bidimensionales tienen cuatro etapas: el periodo de preparacion, donde se crea una
coherencia de magnetizacion a través de un conjunto de pulsos de RF; el periodo de
evolucion, un periodo de tiempo determinado durante el cual no se entregan pulsos y se
permite que los espines nucleares roten libremente; el periodo de mezcla, donde la
coherencia es manipulada por otra serie de pulsos en un estado que dara una sefial
observable; y el periodo de deteccidn, en el que la sefial de la muestra se observa en funcion

del tiempo, de manera idéntica a la FT-NMR unidimensional.

Las dos dimensiones de un experimento de RMN bidimensional son dos ejes de
frecuencia que representan un desplazamiento quimico. Cada eje de frecuencia esta
asociado con una de las dos variables de tiempo, que son la duracion del periodo de

evolucion (el tiempo de evolucidn) y el tiempo transcurrido durante el periodo de deteccion
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(el tiempo de deteccion). Cada uno de ellos se convierte de una serie de tiempo a una serie
de frecuencia a través de una bidimensional. Se genera un unico experimento bidimensional
como una serie de experimentos unidimensionales, con un tiempo de evolucion especifico
diferente en experimentos sucesivos, registrandose la duraciéon total del periodo de
deteccion en cada experimento. El resultado final es un grafico que muestra un valor de
intensidad para cada par de variables de frecuencia. Las intensidades de los picos en el
espectro se pueden representar usando una tercera dimension. Entre las técnicas
espectroscépicas bidimensionales tenemos:

2.5.4.2.1. COSY (COrrelated SpectroscopY).

El primer y méas popular experimento de RMN bidimensional es la secuencia de
espectroscopia de correlacion homonuclear (COSY), que se utiliza para identificar espines
que estan acoplados entre si. Consiste en un solo pulso de RF (pl) seguido del tiempo de
evolucion especifico (t1) seguido de un segundo pulso (p2) seguido de un periodo de
medicién (t2). Con los experimentos *H-'H COSY se pueden observar los acoplamientos
entre hidrogenos vecinales (2JH-H) y geminales (3JH-H).
2.5.4.2.2. TOCSY (TOtal Correlation SpectroscopY).

El experimento TOCSY es similar al experimento COSY, en que se observan picos
cruzados de protones acoplados. Sin embargo, se observan picos cruzados no solo para
nucleos que estan directamente acoplados, sino también entre nucleos que estan conectados
por una cadena de acoplamientos. Esto lo hace util para identificar las redes interconectadas
méas grandes de acoplamientos de espin. Esta capacidad se logra insertando una serie
repetitiva de pulsos que provocan una mezcla isotropica durante el periodo de mezcla. Los
tiempos de mezcla isotrépica méas largos hacen que la polarizacion se extienda a través de
un namero creciente de enlaces. Permite conectar todos los protones mutuamente apareados
con el mismo sistema de spin, ademas verifica las correlaciones de los protones
establecidos mediante el experimento *H-'H COSY.
2.5.4.2.3. HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence).

HSQC detecta correlaciones entre nucleos de dos tipos diferentes que estan
separados por un enlace. Este método da un pico por par de nlcleos acoplados, cuyas dos
coordenadas son los cambios quimicos de los dos atomos acoplados. Funciona transfiriendo
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magnetizacion desde el nucleo | (generalmente el protén) al nucleo S (generalmente el
heterodtomo) usando la secuencia de pulsos; este primer paso se realiza porque el proton
tiene una mayor magnetizacion de equilibrio y, por lo tanto, este paso crea una sefial mas
fuerte. La magnetizacion luego evoluciona y luego se transfiere de nuevo al nucleo | para
su observacion. Opcionalmente, se puede usar un paso adicional para desacoplar la sefial,
simplificando el espectro colapsando multipletes en un solo pico. Las sefiales desacopladas
no deseadas se eliminan ejecutando el experimento dos veces con la fase de un pulso
especifico invertida; esto invierte los signos de los picos deseados pero no los no deseados,
por lo que restar los dos espectros dard solo los picos deseados. En este experimento se
observan las correlaciones entre los carbonos y sus respectivos hidrégenos, es decir los
acoplamientos H-C directos (1JH-C).

2.5.4.2.4. HMBC (Heteronuclear Multiple-Bond Correlation).

Este experimento 2D permite tener informacion sobre las correlaciones H-C a través
de dos o tres enlaces (2JH-C y 3JH-C). En ocasiones se puede llegar a observar
correlaciones hasta cuatro enlaces. Los carbonos cuaternarios pueden ser dificiles de
observar en el espectro 1D por su baja sensibilidad; para estos casos, el HMBC es una
alternativa mucho mas sensible que permite observar y asignar correlaciones de carbonos
cuaternarios que tengan 1 proton a dos o tres enlaces. La dificultad de detectar
correlaciones de enlaces multiples es que las secuencias HSQC y HMQC contienen un
tiempo de retardo especifico entre pulsos que permite la deteccion solo de un rango
alrededor de una constante de acoplamiento especifica. Esto no es un problema para los
métodos de enlace simple, ya que las constantes de acoplamiento tienden a estar en un
rango estrecho, pero las constantes de acoplamiento de enlaces multiples cubren un rango
mucho mas amplio y no se pueden capturar todas en un solo experimento HSQC o HMQC.

En HMBC, esta dificultad se supera omitiendo uno de estos retrasos de una
secuencia HMQC. Esto aumenta el rango de constantes de acoplamiento que se pueden
detectar y también reduce la pérdida de sefial por relajacion. El costo es que esto elimina la
posibilidad de desacoplar el espectro e introduce distorsiones de fase en la sefial. Existe una
modificacion del método HMBC que suprime las sefiales de un enlace, dejando solo las

sefiales de enlaces multiples.
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2.5.4.2.5. NOESY (Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY).

Fundamentalmente, el espectro en dos dimensiones de NOESY muestra todas las
combinaciones posibles de protones en la molécula. Un cruce de picos indica que la pareja
de protones esta separada por menos de 5A, mientras que la ausencia de pico indica una
distancia mayor. En NOESY, la relajacion cruzada nuclear Overhauser entre espines
nucleares durante el periodo de mezcla se utiliza para establecer las correlaciones. El
espectro obtenido es similar a COSY, con picos diagonales y picos cruzados, sin embargo,
los picos cruzados conectan resonancias de nucleos que estan espacialmente cercanos en
lugar de aquellos que estan acoplados entre si. Los espectros NOESY también
contienen picos axiales adicionales que no proporcionan informacion adicional y pueden
eliminarse mediante un experimento diferente invirtiendo la fase del primer pulso.
2.5.4.2.6. ROESY (Rotatory Overhauser Effect SpectroscopY).

Es similar a NOESY, excepto que el estado inicial es diferente. En lugar de observar
la relajacion cruzada desde un estado inicial de magnetizacién z, la magnetizacién de
equilibrio se gira sobre el eje x y luego se bloguea el giro mediante un campo magnético
externo para que no pueda precesar. Este metodo es (til para ciertas moléculas cuyo tiempo
de correlaciéon rotacional cae en un rango donde el efecto nuclear Overhauser es demasiado
débil para ser detectado, generalmente moléculas con un peso molecular alrededor de
1000 Daltons, porque ROESY tiene una dependencia diferente entre el tiempo de
correlacion y el cruce con la constante de tasa de relajacion. En NOESY, la constante de
tasa de relajacion cruzada va de positiva a negativa a medida que aumenta el tiempo de
correlacion, dando un rango en el que estd cerca de cero, mientras que en ROESY la

constante de tasa de relajacion cruzada es siempre positiva.
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3. JUSTIFICACION

El género Bursera esta ampliamente distribuido en las zonas tropicales y presenta
un gran potencial farmacologico, usado de forma empirica por sus propiedades curativas.
La importancia del presente estudio quimico de la especie Bursera inversa radica en que
esta especie es exclusiva de América y no existen reportes de estudios fitoquimicos acerca
de ella. En Venezuela se encuentra Bursera inversa y se ha generado el interés de su

estudio como consecuencia del uso etnobotanico de esta especie.

4, HIPOTESIS.

Considerando que las especies del género Bursera, biosintetizan metabolitos
secundarios como terpenoides, flavonoides, saponinas, entre otros, se puede esperar que:
» Se aislen compuestos similares en el extracto obtenido a partir de las hojas de la
especie Bursera inversa, trabajada en metanol como solvente.
» Algunas de las sustancias responsables de las actividades farmacolégicas atribuidas

al género Bursera pueden estar presentes en las hojas de la especie a estudiar.

Siguiendo estas hipotesis se establecieron los siguientes objetivos:

5. OBJETIVOS.

5.1. Objetivo general.
Aislar, purificar y caracterizar los metabolitos secundarios mayoritarios presentes en

el extracto metandlico de las hojas de Bursera inversa.

5.2. Objetivos especificos.

» Separar y purificar mediante métodos cromatograficos los metabolitos secundarios
mayoritarios presentes en el extracto metandlico de las hojas de Bursera inversa.

» Caracterizar las sustancias aisladas mediante las diferentes técnicas de
espectroscopia [espectroscopia infrarroja (IR), espectroscopia de resonancia
magnética nuclear (RMN) unidimensional (RMN H!, RMN c® y bidimensional
(HSQC, HMBC, COSY)], espectrometria de masas (EM) y cualquier otra técnica

disponible que sea requerida.
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6. EXPERIMENTAL.

El procedimiento experimental seguido para el estudio fitoquimico de Bursera

inversa, fue el siguiente:
6.1. RECOLECCION DEL MATERIAL BOTANICO.

La recoleccion del voucher espécimen y de las hojas de Bursera inversa se realizo
en la zona de La Bancada entre El Corali y Puerto Concha, en la Hacienda Bella Vista,

municipio Colén, estado Zulia (Venezuela).
6.2. DETERMINACION BOTANICA.

Para la clasificacion de la especie se prepararon muestras testigo (voucher)
siguiendo el método de prensado y secado, las cuales se depositaron en el Herbario MER de
la Facultad de Ciencias Forestales y Ambientales de la Universidad de Los Andes (Mérida)
y en el herbario “Victor Manuel Badillo” de la Facultad de Agronomia de la Universidad
Central de Venezuela (Maracay). La identificacion fue hecha por los profesores Jose
Guevara de la Facultad de Ciencias Forestales y Ambientales de la Universidad de Los
Andes y Mercedes Castro de la Facultad de Agronomia de la Universidad Central de

Venezuela.
6.3. TRATAMIENTO DEL MATERIAL VEGETAL.

Las hojas de Bursera inversa, fueron separadas de las ramas, separadas del resto de
otros materiales vegetales (hongos, liquenes, entre otros), y secada a la sombra al aire libre.
Posteriormente se moli6 y al aserrin obtenido se le realiz6 una extraccién continua (en
soxhlet) usando metanol como solvente. La temperatura a usar para la concentracion al
vacio del extracto, empleando un rotavapor, fue < 40 °C. El extracto metandlico seco (sin
solvente) se suspendid en agua y fue extraido (liquido-liquido) sucesivamente con hexano,
diclorometano y n-butanol, cada uno de los extractos, una vez concentrados, se trabajaron
por separado. Para fines de este estudio se uso el extracto residuo, una vez realizada las

extracciones sucesivas con los solventes de menor polaridad. Masa: 34,5 g.
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6.4. SEPARACION DE LOS PRODUCTOS.

Para la separacion de los productos se decidid: llevarla a cabo mediante métodos
cromatograficos. Para ello se utiliz6 adsorbente recuperado segun el método desarrollado
en nuestro Laboratorio que consiste en: Lavado de la silice con agua (12 h x 3), NaOH (2 h
x 5), HCI concentrado (hasta pH neutro) y nuevamente con agua (1/2 h x 3). Decantado del

adsorbente, secado en estufa durante 72 horas a 100 °C y tamizado.
6.4.1. SISTEMA CROMATOGRAFICO 1.

6.4.1.1. Montaje del sistema cromatografico 1.

El montaje del equipo de percolado para el tratamiento cromatografico del extracto
se realizé en un embudo Buchner instalado sobre un kitasato con una relacion de masas

adsorbente/extracto de 30:1.

6.4.1.2. Separacion cromatografica 1.

Se realizaron 128 extracciones (250 mL c/u) con metanol, en el equipo de percolado
al vacio. Seguidamente se destilaron en el rotavapor hasta tener una concentracion
apropiada para capa fina. A las 128 fracciones obtenidas se les realiz6 cromatografia de
capa fina (Si gel/MeOH) para reunir muestras similares por su composicion y recorrido.
Los resultados obtenidos se condensan en la tabla 6. IMPORTANTE: Hubo muestras que
no se analizaron mediante CCF por contaminacion fangica. Adicionalmente, se observaron
dos anillos coloridos que quedaron en el sistema de percolado incrustados de forma
particular; uno superior y otro inferior, los cuales (adsorbentes + sustancias) fueron

removidos con una espatula para su analisis.

Tabla 6. Resultados del sistema cromatogréfico 1 (percolado).

Fracciones 1-19 | 20-36 | 37-38 39 40-46 47 48-68 | 69-92 |93-128

Reuniones 1-A - 1-B 1-C - 1-D - 1-E 1-F

Caracteristicas * * Sélido * Sélido *

*Contaminadas por hongos.
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Se realizd CCF de estas series usando metanol como solvente, sin embargo no
existié separacion del punto de aplicacion, lo que indic6 una mayor polaridad de las
muestras; por lo tanto se realizaron pruebas con mezcla de metanol-agua usando placas de
silice, celulosa y poliamida para disminuir la retencion de las muestras y se aumentd el

numero de recorridos, sin resultados favorables.

Se decidié continuar el trabajo experimental con la reunion SC1-C (fraccion 39) por
su aspecto fisico (s6lido marrén intenso) y su comportamiento en CCF usando agua como

eluyente.
6.4.2. SISTEMA CROMATOGRAFICO 2.

6.4.2.1. Montaje del sistema cromatografico 2.

Se procedio a preparar una columna de plastico (©: 5,0 cm; h: 50 cm) para trabajar

la reunion SC1-C con una relacion adsorbente/muestra ~ 100:1 (500 g: 4,994 g).

6.4.2.2. Separacion cromatografica 2.

Una vez eluida la columna con MeOH/H,0 1:1, se cortd en 8 trozos iguales (= 6 cm
c/u), se les retir6 mecanicamente la cobertura plastica, se lavé el adsorbente con agua para
separarlo de los productos contenidos; se concentraron las fracciones para pasarlas a tubos
de ensayo identificados. Se analizan por CCF usando una mezcla de agua-metanol 1:1. Los

resultados obtenidos se condensan en la tabla 7.

Tabla 7. Resultados del sistema cromatografico 2 (columna plastica).

Fracciones A B C D E F G H
Caracteristicas 4 X v X X X X X
Peso (g) 0,102 0,094

Considerando la apariencia fisica y la simplicidad observada en CCF se decidi

analizar las fracciones SC2-A y SC2-C mediante cromatografia de columna.
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6.4.3. SISTEMA CROMATOGRAFICO 3.

6.4.3.1. Montaje del sistema cromatografico 3.

Se procedi6 a preparar una columna vidrio (6©: 1,0 cm; h: 50 cm) para trabajar la

reunion SC2-A con una relacion adsorbente/muestra =~ 100:1 (10,0 g: 102 mg).

6.4.3.2. Separacion cromatogréafica 3.

Una vez eluida la columna, primeramente con 50 mL de una mezcla de MeOH/H,0
1:1, y luego con 50 mL de agua; se concentraron las fracciones para pasarlas a tubos de
ensayos identificados. Se analizaron por CCF utilizando como solvente el usado en cada

caso para la elucion (tabla 8).

Tabla 8. Resultados del sistema cromatografico 3 (columna vidrio SC2-A).

Fracciones 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Reuniones A B

Solvente MeOH/H,0 1:1 H,O

Caracteristicas 1 compuesto impuro (54 mg) 1 compuesto impuro (65 mg)

6.4.4. SISTEMA CROMATOGRAFICO 4.

6.4.4.1. Montaje del sistema cromatografico 4.

Se procedié a preparar 6 placas de vidrio (20 x 20 cm; espesor: 0,50 cm) para
cromatografia de capa fina preparativa para trabajar la reunién SC3-A con una relacion

muestra/placa = 15 mg).

6.4.4.2. Separacion cromatogréafica 4.

Se realizd el desarrollo usando una mezcla de MeOH/H,0 (1:1) x 3 recorridos; se
marcd la banda del compuesto, se extrajo con metanol y se concentr6 a sequedad
obteniéndose 10 mg de CROS-01.
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6.4.5. SISTEMA CROMATOGRAFICO 5.

6.4.5.1. Montaje del sistema cromatografico 5.

Se procedié a preparar 6 placas de vidrio (20 x 20 cm; espesor: 0,50 cm) para
cromatografia de capa fina preparativa para trabajar la reunion SC3-B con una relacién

muestra/placa = 15 mg).

6.4.5.2. Separacion cromatogréafica b.

Se realizd el desarrollo usando una mezcla de MeOH/H,0 (1:1) x 3 recorridos; se
marcd la banda del compuesto, se extrajo con metanol y se concentr6 a sequedad
obteniéndose 12 mg de CROS-02.

6.4.6. SISTEMA CROMATOGRAFICO 6.

6.4.6.1. Montaje del sistema cromatografico 6.

Se procedio a preparar una columna vidrio (©: 1,0 cm; h: 50 cm) para trabajar la

reunion SC2-C con una relacion adsorbente/muestra =~ 100:1 (10 g: 94 mg).

6.4.6.2. Separacion cromatografica 6.

Una vez eluida la columna, primeramente con 50 mL de una mezcla de MeOH/H,0
1:1, y luego con 50 mL de agua; se concentraron las fracciones para pasarlas a tubos de
ensayos identificados. Se analizaron por CCF utilizando como solvente el usado en cada

caso para la elucion (tabla 9).

Tabla 9. Resultados del sistema cromatografico 4 (columna vidrio SC2-C).

Fracciones 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Reuniones A B

Solvente MeOH/H,0 1:1 H.O

Caracteristicas 1 compuesto impuro 1 compuesto impuro
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6.4.7. SISTEMA CROMATOGRAFICO 7.

6.4.7.1. Montaje del sistema cromatografico 7.

Se procedi6 a preparar 10 placas de vidrio (20 x 20 cm; espesor: 0,50 cm) para
cromatografia de capa fina preparativa para trabajar la reunién SC6-A con una relacion

muestra/placa ~ 20 mg).

6.4.7.2. Separacion cromatografica 7.

Se realizo el desarrollo usando una mezcla de MeOH/H,0 (1:1) x 3 recorridos; se
marcO la banda del compuesto, se extrajo con metanol y se concentré a sequedad
obteniéndose 23,5 mg de CROS-03.

6.4.8. SISTEMA CROMATOGRAFICO 8.

6.4.8.1. Montaje del sistema cromatografico 8.

Se procedio a preparar 18 placas de vidrio (20 x 20 cm; espesor: 0,50 cm) para
cromatografia de capa fina preparativa para trabajar la reunién SC6-B con una relacion

muestra/placa =~ 20 mg).

6.4.8.2. Separacion cromatogréafica 8.

Se realizd el desarrollo usando una mezcla de MeOH/H,0 (1:1) x 3 recorridos; se
marcd la banda del compuesto, se extrajo con metanol y se concentr6 a sequedad
obteniéndose 35,6 mg de CROS-04.

En vista de las cantidades de compuestos obtenidas, se decidié enviar los
compuestos: CROS-3 y CROS-4, para realizarle los estudios espectroscopicos en la
Universidad de Cadiz-Espafia. Por razones de solubilidades, “argumentadas por los

analistas”, l0s compuestos no fueron analizados.

Luego de no recibir los resultados del trabajo anterior se decidio: primeramente
analizar, por separado, los 2 anillos de sustancias retenidos en el embudo durante el proceso
del percolado inicial (SC-1); luego, la reuniéon SC1-A.
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6.4.9. EXTRACCION CON SOLVENTES DEL ANILLO INFERIOR RESIDUAL
(MENOS POLAR) DEL SC-1.

Se realizd el montaje de un extractor sélido-liquido (soxhlet); se introdujo en el
dedal de teflon la silice contentiva del anillo residual inferior del SC-1 y se extrajo
primeramente con MeOH (5 horas) y posteriormente con agua (5 horas), se concentraron
ambos extractos al vacio, se analizaron por CCF y se determind que ambos extractos eran
idénticos y mostraron un compuesto mayoritario (CROS-5) ligeramente contaminado por

impurezas coloridas, por lo que se decidio purificarlo mediante CCFP.
6.4.10. SISTEMA CROMATOGRAFICO 9.

6.4.10.1. Montaje del sistema cromatografico 9.

Se procedid a preparar una columna vidrio (carbon activado; ©: 0,5 cm; h: 8 cm)
para purificar el compuesto CROS-5, con una relacion adsorbente/muestra ~ 10:1 (10 g:
102 mg).

6.4.10.2. Separacion cromatoqréafica 9.

Una vez eluida la columna con 50 mL de agua; se concentraron las fracciones para
pasarlas a tubos de ensayos identificados. Se analizaron por CCF utilizando agua como

solvente, y se comprobd la pureza del compuesto CROS-5 (68 mg).

6.4.11. EXTRACCION CON SOLVENTES DEL ANILLO SUPERIOR RESIDUAL
(MAS POLAR) DEL SC-1.

Se realizd el montaje de un extractor solido-liquido (soxhlet); se introdujo en el
dedal de teflon la silice contentiva del anillo residual superior del SC-1 y se extrajo
primeramente con MeOH (5 horas) y posteriormente con agua (5 horas), se concentraron
ambos extractos al vacio, se analizaron por CCF y se determind que ambos extractos eran
idénticos y mostraron un compuesto mayoritario (CROS-6) ligeramente contaminado por

impurezas coloridas, por lo que se decidio purificarlo mediante CCFP.
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6.4.12. SISTEMA CROMATOGRAFICO 10.

6.4.12.1. Montaje del sistema cromatografico 10.

Se procedid a preparar una columna vidrio (carbon activado; ©: 0,5 cm; h: 8 cm)
para purificar el compuesto CROS-6, con una relacion adsorbente/muestra ~ 10:1 (11 g:
128 mg).

6.4.12.2. Separacion cromatoqrafica 10.

Una vez eluida la columna con 50 mL de agua; se concentraron las fracciones para
pasarlas a tubos de ensayos identificados. Se analizaron por CCF utilizando agua como

solvente, y se comprobd la pureza del compuesto CROS-6 (98 mg).
6.4.13. SISTEMA CROMATOGRAFICO 11.

6.4.13.1. Montaje del sistema cromatografico 11.

Se procedio a preparar una columna vidrio (6: 2,5 cm; h: 50 cm) para trabajar la
reuniéon SC1-A con una relacion adsorbente/muestra = 100:1 (10,0 g: 102 mg).

6.4.13.2. Separacion cromatoqréafica 11.

Una vez eluida la columna, primeramente con 500 mL de MeOH, después con 500
mL de mezclas de MeOH/H,O 3:1, 1:1 y 1:3; finalmente con 500 mL de agua; se
concentraron las fracciones para pasarlas a tubos de ensayos identificados, se analizaron

por CCF utilizando como eluyente una mezcla 1:1 de 1,4-dioxano/agua (tabla 10).

Tabla 10. Resultados del sistema cromatografico 11 (columna vidrio SC1-A).

Fracciones 1 | 23| 45| 69 | 10 |11-13|14-15|16-17| 18 | 19 | 20 | 21 | 22
Reuniones A B C D E F G H I J K L M
MeOH/H,O | MeOH/H,O MeOH/H,0O
Solvente MeOH 31 11 13 H,0
CCF

53




Caracteristicas

2 componentes
1 componente mayoritario
1 componente mayoritario

1 componente mayoritario
1 componente mayoritario
1 componente mayoritario

1 componente mayoritario

1 componente mayoritario
1 componente mayoritario

1 componente mayoritario

1 componente mayoritario

1 componente mayoritario
1 componente mayoritario

SC-12 [CC; adsorbente: C (activado); Solvente: MeOH/H,0 (1:1)]

Caracteristicas

2 componentes
1 componente puro
1 componente puro
1 componente puro
1 componente puro
1 componente puro
1 componente puro

Debido a la presencia de impurezas coloridas en las reuniones B-M se decidio
cromatografiarlas por separado en columnas (carbon activado; ©: 0,5 cm; h: 8§ cm) para

purificar los compuestos, SC-12.
6.4.14. SISTEMA CROMATOGRAFICO 12.

6.4.14.1. Montaje del sistema cromatografico 12.

Se procedi6 a preparar 12 columnas de vidrio (carbon activado; ©: 0,5 cm; h: 8 cm)

para purificar los compuestos SC11-D a M, con una relacion adsorbente/muestra =~ 10:1.

6.4.14.2. Separacion cromatoqréafica 12.

Una vez eluida la columna con 50 mL de MeOH/H,O; se concentraron las
fracciones para pasarlas a tubos de ensayos identificados. Se analizaron por CCF utilizando
1,4-dioxano/agua como eluyente, se comprob6 la pureza de los compuestos y se reunieron

los compuestos idénticos (tabla 8).
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6.4.15. SISTEMA CROMATOGRAFICO 13.

6.4.15.1. Montaje del sistema cromatogréafico 13.

Se procedi6 a preparar 4 placas de vidrio (20 x 20 cm; espesor: 0,50 cm) para
cromatografia de capa fina preparativa para trabajar la reunion SC11-A con una relacion

muestra/placa ~ 20 mg).

6.4.15.2. Separacion cromatoqrafica 13.

Se realiz6 el desarrollo usando una mezcla de MeOH/H,O (1:1); se marcaron las
bandas de los compuestos, se extrajeron con metanol y se concentraron. Accidentalmente,

se rompiod el envase contentivo de uno de los 2 compuestos purificados.

Luego de las reuniones realizadas, los compuestos separados fueron etiquetados
como CROS-7; CROS-8; CROS-9; CROS-10; CROS-11; CROS-12 y CROS-13, se

pesaron y se enviaron para su analisis espectroscopico.

La separacion de los productos se esquematiza en la figura 11.
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SC-13

Figura 11. Esquema de separacion de los compuestos.(elaboracién propia)
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7. RESULTADOS Y DISCUSION.

7.1. COMPUESTO CROS-1.

El compuesto CROS-1 (10 mg) fue obtenido del sistema cromatografico SC-4.

7.2. COMPUESTO CROS-2.

El compuesto CROS-2 (12 mg) fue obtenido del sistema cromatografico SC-5.

7.3. COMPUESTO CROS-3.

El compuesto CROS-3 (23,5 mg) fue obtenido del sistema cromatografico SC-7.

7.4. COMPUESTO CROS-4.

El compuesto CROS-4 (35,6 mg) fue obtenido del sistema cromatografico SC-8.

Los compuestos CROS-1, CROS-2, CROS-3 y CROS-4, fueron enviados a la
Universidad de Céadiz (Espafia) en el afio 2019 para su analisis espectroscopico (favor
realizado por el profesor Alberto Oliveros mediante contacto realizado por el profesor
Carlos Ayala). Se recibieron resultados luego de afio y medio debido al inicio de la
pandemia COVID-19, sin embargo estos resultados no presentaron datos confiables para el

estudio e incluso los espectros presentaban mucho ruido y poca informacion.

7.5. COMPUESTO CROS-5.

El compuesto CROS-5 (3.2 mg; IR figura 12) fue obtenido del SC-9.
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Figura 12. Espectro IR de CROS-5.
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7.6. COMPUESTO CROS-6.

El compuesto CROS-6 (2.7 mg; IR figura 13) fue obtenido del SC-10.
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Figura 13. Espectro IR de CROS-6.

7.7. COMPUESTO CROS-7.

El compuesto CROS-7 (125 mg; IR figura 14) fue obtenido del sistema
cromatografico SC-12 aplicado a la fraccion A-2 del SC-11.
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Figura 14. Espectro IR de CROS-7.
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7.8. COMPUESTO CROS-8.

El compuesto CROS-8 (58.6 mg; IR figura 15) fue obtenido del sistema
cromatogréafico SC-12 aplicado a las fracciones A-3 — A-5 del SC-11.
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Figura 15. Espectro IR de CROS-8.
7.9. COMPUESTO CROS-9.

El compuesto CROS-9 (23.7 mg; IR figura 16) fue obtenido del sistema
cromatogréafico SC-12 aplicado a las fracciones A-6 — A-8 del SC-11.
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Figura 16. Espectro IR de CROS-9.
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7.10. COMPUESTO CROS-10.

El compuesto CROS-10 (6.5 mg; IR figura 17) fue obtenido del sistema
cromatografico SC-12 aplicado a las fracciones A-10 — A-11 del SC-11.
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Figura 17. Espectro IR de CROS-10.
7.11. COMPUESTO CROS-11.

El compuesto CROS-11 (5.1 mg; IR figura 18) fue obtenido del sistema
cromatografico SC-12 aplicado a la fraccion A-12 del SC-11.
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Figura 18. Espectro IR de CROS-11.
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7.12. COMPUESTO CROS-12.

El compuesto CROS-12 (10.5 mg; IR figura 19) fue obtenido del sistema
cromatografico SC-12 aplicado a la fraccion A-13 del SC-11.
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Figura 19. Espectro IR de CROS-12.

Los espectros IR de los compuestos CROS-5 al CROS-12 se determinan en el
Espectrofotometro de absorcion de radiacion infrarroja (IR), Perkin Elmer, modelo
Spectrum 2000 del Laboratorio de Espectroscopia Molecular (LEM) de la Facultad de
Ciencias ULA-Mérida por el Dr. Carlos Ayala. De modo general, podemos inferir que los
compuestos 5y 7-12 corresponden probablemente a azlcares, mientras que el compuesto 6
tiene una estructura atipica (ausencia de estiramiento C-H, y ausencia de grupos O-H).
Posteriormente fueron enviados a la Universidad de Buenos Aires (Argentina) para su
analisis espectroscépico (favor realizado por la profesora Mayra Rengifo). Estamos a la

espera del envio de los resultados.

7.13. COMPUESTO CROS-13.

El compuesto CROS-13 (14.8 mg) fue obtenido del sistema cromatografico SC-13
aplicado a la fraccion A-1 del sistema cromatografico SC-11, fue enviado para la
Universidad de Buenos Aires (Argentina) para su analisis espectroscépico (favor realizado

por la profesora Mayra Rengifo) presenta los siguientes resultados espectroscépicos:
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7.13.1. ESPECTROSCOPIA INFRARROJA DEL COMPUESTO CROS-13.

El espectro IR del compuesto es mostrado en la figura 20, y las bandas

caracteristicas de alcanos, alquenos y alcoholes observadas en el espectro se presentan en la

tabla 11.
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Tabla 11. Absorciones relevantes en el espectro IR de CROS-13.

Figura 20. Espectro IR de CROS-13.

Grupo Alcohol DisustitUidoAlquenos Alcanos
funcional (-OH) trans Trisustituido | -CH3 | -CH;-
v(em?) | 3.200 | 1.090 | 1.350 | 973 | 1.671|3.012| 790 | 1.685 8 gg;g 8 5'3‘718
Tipo de t t dep dfp t t dfp t t t
vibracion | O-H C-O0 O-H | =C-H | C=C |=C-H|=C-H| C=C | -C-H -C-H

7.13.2. ESPECTROSCOPIA RMN 'H DEL COMPUESTO CROS-13.

En su espectro de RMN 'H (figura 21), resaltan las sefiales correspondientes a tres

protones vinilicos en la region comprendida entre 5,0 y 5,5 ppm; la sefial correspondiente a

un hidrégeno geminal a un atomo de oxigeno a aproximadamente 3,5 ppm; protones

alilicos entre 1,9 y 2,4 ppm; la presencia de varios grupos metilos a campo alto entre 0,6 y

1,1 ppm, y una gran cantidad de hidrégenos unidos a carbonos hibridizados sp® entre 0,5 y

1,8 ppm. El analisis preliminar sugiere la presencia de un triterpenoide o un esteroide.
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Figura 21. Espectro de RMN H'.

El analisis detallado de la zona de los protones olefinicos (figura 22) muestra un
doblete de tripletes (ddd; Je 7ax: 5.4 Hz; Jg 4ec=J6 7ec: 2.2 Hz) @ dy: 5.37 correspondiente a un
doble enlace endociclico, y otros dos protones olefinicos (relacionados entre si) a dy: 5.18 y
5.04 que presentan una multiplicidad de doblete de doblete cada uno (Jz223: 15,2 Hz; Jo220:
8,6 Hz y Jon: 152 Hz; Jysos 8,6 Hz), correspondiente a un doble enlace con
configuracién trans, con un solo 4tomo de hidrégeno sobre cada uno de los carbonos

alilicos, determinada por la constante de acoplamiento cuyo valor es 15,78 Hz.

CROS-07/RMN H +240000cC

CROS-07 Sx=11
+220000cC

L 200000¢
L 180000¢
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L 140000¢
L 120000¢
L 100000¢
L 800000
L 600000
L 400000
L 200000
LO

} -200000
' 5.40 5.36 5.32 5.28 5.24 5.20 5.16 5.12 5.08 5.04 5.00 4.96

f1 (ppm)

Figura 22. Desdoblamiento del proton vinilico y los protones olefinicos.
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En la region alrededor de 3.5 ppm (figura 23) se observa la sefial de un proton de
multiplicidad triplete de triplete (dddd; Joax, 3= Jaax, 3¢ 15,7 HZ; Joec, 3= Jaec, 30 4,6 H2z)
correspondiente a un proton geminal a un grupo oxidrilo, el cual esta vecino a dos grupos —
CH,-. Este acoplamiento descarta la posibilidad de CROS-13 sea un triterpenoide ya que,
por biogénesis, la funcion oxigenada debe estar sobre C3 y sobre C4 debe haber al menos 1
grupo metilo y en consecuencia CROS-13 debe ser un esteroide. Los valores de las
constantes de acoplamiento de H3 indican que este esta en posicion a-axial y por tanto el

grupo OH en disposicion B-ecuatorial.

CROS-07/RMN H ST BT By T8 98T BT ¢
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| | . | = | |
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-300000
- 10000(
--100000
3.615 3.600 3.585 3.570 3.555 3.540 3.525 3.510 3.495
f1 (ppm)

Figura 23. Proton geminal al grupo oxidrilo.

Ademas, se observa en la region de los metilos (figura 24) cuatro dobletes (6y; 1.04;
0.87; 0.84; 0,82) correspondientes a —CHgz sobre metinos (acoplados con un proton), y dos

singuletes metilos (6; 1.03; 0.72) sobre carbonos cuaternarios (sin acoplamientos).
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Figura 24. Desdoblamiento de los metilos en el compuesto CROS-13.

7.13.3. ESPECTROSCOPIA RMN *C DEL COMPUESTO CROS-13.

En el espectro de RMN C (figuras 25y 26), por la disparidad en las intensidades
de las sefales observadas, se evidencia la presencia de una impureza en la muestra; esto
obligo a realizar el analisis detallado para poder descartar las sefiales correspondientes a

ella.

Figura 25. Espectro RMN C™ con la asignacion de las bandas correspondientes.
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Figura 26. Espectro de RMN C (ampliacion) de CROS-13.

El Gnico esqueleto de esteroides que cumple con la presencia de dos metilos
singuletes y cuatro metilos dobletes en su estructura es el del ergostano. De esta manera se
simplifico el inconveniente de las impurezas en el RMN **C y se realizaron las

asignaciones correspondientes a cada banda.

En la zona entre 120-150 ppm observamos cuatro sefiales (6¢: 140.77, 138.33,
129.29 y 121.72) correspondiente a carbonos con doble enlace >C=C<, por lo tanto la
estructura tiene cuatro carbonos sp® o lo que es lo mismo 2 dobles enlaces. En 8¢: 71.82
estd una banda caracteristica de carbonos sp? enlazados a un oxigeno >CH-O-, confirmando
de esta manera la presencia de un grupo —OH observado en el IR y el RMN *H. En la zona

de los carbonos cuaternarios se observa dos bandas en d¢: 45.85 y 39.70.

7.13.4. ESPECTROSCOPIA RMN 2D (HSQC) DEL COMPUESTO CROS-13.

Una vez analizado los espectros 1D, es necesario certificar esta informacion y para
ello usamos los espectros 2D. El experimento HSQC (figura 27) es un espectro cuyas
correlaciones permiten conocer la asignacion de los grupos —CHg; -CH,- y >CH- a través
de los desplazamientos quimicos de los protones y carbonos que estan unidos directamente

por un enlace. Asi de esta manera tenemos una correlacion en oy: 5.38, o¢c: 121.72;
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On: 5.04, 6¢: 129.29 y dy: 5.38, 6¢: 138.53. Se hace evidente que la Ultima sefial de carbono
en dc: 140.77 corresponde a un carbono sp? no hidrogenado (figura 28). El hidrégeno
geminal al &tomo de oxigeno, dy: 3.55 esta sobre el carbono a 6¢: 71.82 (figura 29). De
manera similar, este experimento permitié asignar los desplazamientos quimicos de los
hidrégenos sobre los seis carbonos primarios, -CHs;, ocho carbonos secundarios, -CH,-,
siete carbonos terciarios, >CH- y dos carbonos cuaternarios, >C<, para un total de 28

carbonos.
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Figura 27. Espectro HSQC del compuesto.
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Figura 29. Correlacion del proton geminal a la funcion oxigenada.
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Figura 30. Correlacion de los protones metilicos con los carbonos correspondientes.

La forma de las interacciones en el espectro del HSQC nos permite corroborar los
carbonos correspondientes a los metilos, donde se observan correctamente los dos
singuletes, centro circuloide, por lo tanto se trata de los metilos enlazados a un carbono
cuaternario y los dobletes, centro bilobulado, de los metilos que deben estar geminales a un

proton para poder tener este desdoblamiento (figura 30).
7.13.5. ANALISIS ESPECTROSCOPICO PRELIMINAR DEL COMPUESTO CROS-13.

Luego de la asignacion inequivoca del esqueleto del ergostano y por razones
biogenéticas ubicada la funcién oxigenada sobre C3 con orientacion [-ecuatorial,
determinada mediante los valores de las constantes de acoplamiento de H3, falta ubicar las

posiciones de los dos dobles enlaces.

El espectro de RMN H' nos muestra un doble enlace trans confirmado por el
calculo realizado para la constante de acoplamiento; este debe estar ubicado fuera de los
anillos para poder cumplir con esa estereoquimica. En la cadena lateral solo existe una
posibilidad de ubicar el doble enlace para que los hidrégenos estén en disposicion trans y
ademas para que la sefial de cada hidrdgeno olefinico sea un doblete de dobletes, debe estar
entre los carbonos 22 y 23 del compuesto, ya que al ubicarlo en otra posicion, no

tendriamos la posibilidad de que los protones vinilicos estén sobre carbonos diferentes.
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Para la ubicacion dentro de la estructura del doble enlace trisustituido existen 7
posibilidades: A%, A%, A", A> ™ Ay A™. La ubicacion real sera determinada mediante el

analisis del espectro HMBC.

7.13.6. ESPECTROSCOPIA RMN 2D (HMBC) DEL COMPUESTO CROS-13.

El espectro HMBC de CROS-13 (figuras 31-34) muestra las interacciones C — Ha 2
y 3 enlaces. Mediante el empleo de esta técnica, y aplicacion del razonamiento l6gico, se
debe poder discernir cual es la posicion real (de las 6 posibles) que ocupa el doble enlace
trisustituido.
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Figura 31. Espectro HMBC del compuesto CROS-13.
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7.13.6.1. Doble enlace trisustituido en A*.

El desdoblamiento observado en el espectro de RMN H* para el protén geminal al
oxidrilo (figura 23), en el cual se observa un triplete de triplete nos indica que este proton
tiene acoplamiento con dos protones axiales y dos ecuatoriales por lo tanto este carbono
posee en las posiciones alfa a dos carbonos —CH,-, por consiguiente esto hace que

descartemos la posibilidad del doble enlace entre los carbonos 4 y 5.
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7.13.6.2. Doble enlace trisustituido en A°.

Si el doble enlace estuviera ubicado entre C5 y C6 se deberian observar en el

espectro HMBC las siguientes correlaciones:
C5+<Hl1; C5+-H4; C5-H7; C5-H9

Estas cuatro correlaciones se pueden observar en el HMBC (figura 15), por lo tanto,

la ubicacién del doble enlace en el anillo parece ser en A”.

HMBC \/
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Figura 32. Espectro HMBC (ampliacién) del compuesto CROS-13 donde se muestran las

interacciones de C5.

7.13.6.3. Doble enlace trisustituido en A’.
enlace trisustituido del espectro HMBC (figura 33), se observa una fuerte correlacion de ese

En la ampliacion de la zona de la interaccion del carbono no hidrogenado del doble
carbono con los hidrogenos de un grupo metilo singlete. Esto descarta esa posicion como

’ "/ ~
’/// <

5

2 3

=

posible debido a que el grupo metilo mas proximo esta a cuatro enlaces.

HMBC X

HO
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Figura 33. Correlacion del carbono saturado con respecto al proton metilo singulete.

7.13.6.4. Doble enlace trisustituido en A% **.

HMBC X

El considerar la posibilidad del doble enlace en A* ** implicaria que el protén
vinilico estaria sobre Clly por lo tanto tendria correlacion con los dos carbonos
cuaternarios, C10 y C13, y en la ampliacion del espectro de HMBC (figura 34) solo vemos

correlacion con un carbono cuaternario y dos -CH,-, lo que descarta la propuesta.
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Figura 34. Correlaciones del proton vinilico del doble enlace trisustituido en el HMBC.

7.12.6.5. Doble enlace trisustituido en A,

Si el doble enlace estuviera entre C14 y C15, implicaria que el carbono no
hidrogenado estaria sobre C14 y por lo tanto tendria correlacion con los hidrogenos de: 1
metilo singlete, 3 metilenos y 3 metinos, y en la ampliacion del espectro de HMBC (figura
32) solo vemos correlacion con un carbono cuaternario, dos -CH,- y un metilo singlete lo

que descarta la propuesta.

HMBC X
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7.13.6.6. Doble enlace trisustituido en A°.

Si el doble enlace estuviera en A, implicaria que el carbono no hidrogenado estaria
sobre C17 y por lo tanto tendria correlacion fuertes con los hidrogenos de: 1 metilo
singlete, 1 metilo doblete y 1 olefina trans, y en la ampliaciéon del espectro de HMBC

(figura 32) no se observan esas correlaciones.
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7.13.7. RESULTADO DEL ANALISIS ESPECTROSCOPICO DEL COMPUESTO
CROS-13.

El analisis espectroscopico realizado dio como resultado que la estructura del
compuesto CROS-13 corresponde a la del ergostano-5,22E-dien-3p-ol, o brassicasterol
IUPAC: (3S, 10R, 13R, 17R)-2,3,4,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17-tetradecahydro-10,13-
dimethyl-17-((E,2R,5R)-5,6-dimethylhept-3-en-2-yl)-1H-cyclopenta[a]phenanthren-3-ol) o
en espafiol: (3S, 10R, 13R, 17R)-2,3,4,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17-tetradecahidro-10,13-
dimetil-17-((E,2R,5R)-5,6-dimetilhept-3-en-2-il)-1H-ciclopenta[a]fenantren-3-ol.

Sustancia previamente reportada tanto en plantas superiores como en organismos

marinos. La estructura del compuesto aparece representada en la figura 35.
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Figura 35. Representaciones estructurales del brassicasterol.(elaboracion propia)

Una vez propuesta la estructura para el compuesto CROS-13, se completaron los
analisis de los espectros HMBC y COSY.

7.13.7.1. Anélisis completo del RMN *H vy 3C realizado al compuesto CROS-13.

En la tabla 12 se muestran los desplazamientos quimicos de todos los hidrégenos y
carbonos de CROS-13.
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Tabla 12. Desplazamientos quimicos de los hidrégenos y carbonos de CROS-13.

Posicion On On oc oc
(experimental) (reportado)® (experimental) (reportado)b
1 1.10 1.88 37.26 31.8%¢
2 151 1.85 31.67 37.4%¢
3 3.55° 3,52 (1H, m) 71.82 72.0
4 2.25 \ 2.34 42.34 42.4
5 - - 140.78 140.9
6 5.38 5,35 (1H, m) 121.70 121.9
7 1.50 \ 2.03 31.90 29.9
8 1.59 24.38 32.1°
9 0.97 50.15 50.3
10 - - 36.55 36.7
11 0.87 1.54 21.10 21.2
12 1.17 2.04 39.70 39.8
13 - - 42.23 42.5
14 1.06 56.90 56.2
15 1.23 1.76 28.93 28.7
16 1.17 1.46 25.41 24.4
17 1.18 55.97 57.0
18 0.72 0,69 (3H, s) 12.05 12.2
19 1.03 1,04 (3H, s) 19.42 21.1
20 2.02 40.52 40.3
21 1.05 1,01 (3H, d) 21.20 17.8
22 5.04 5,18 (1H, m) 129.29 131.9
23 5.18 5,18 (1H, m) 138.33 136.0
24 1.56 51.25 43.0°
25 0.95 45.85 33.3°
26 0.82 0,81 (3H, d) 18.96 19.8
27 0.87 0,83 (3H, d) 18.86 19.6
28 0.84 21.07 20.1

% Datos incompletos en la bibliografia (Calla, 2018)
® Felisbino et al., 2021.
¢ Asignada erréneamente por los autores.
% Valores intercambiados.

¢ La multiplicidad observada de H6 (ddd o dt) deberia ser dddd o dc pero el andlisis del modelo
tridimensional mostré un angulo diédrico entre H4ax y H6 muy proximo a 90° por lo que no ocurre el

acoplamiento alilico entre ambos (figura 19).
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Figura 36. Modelo 3D parcial (anillos A y B) de brassicasterol donde se resalta la
geometria de A, (elaboracién propia)

7.13.7.2. Analisis completo del HMBC realizado al compuesto CROS-13.

En la tabla 13 se plasman las interacciones esperadas y encontradas en el
experimento HMBC de CROS-13.

Tabla 13. Interacciones HMBC (esperadas y observadas) de CROS-13.

#C | 5.(1) #H
1 37.26 2a, 2b, 3,9, 19
2 31.67 1a, 1b, 3, 4a, 4b
3 71.82 1a, 1b, 2a, 2b, 4a, 4b
4 42.34 3,2a,2b, 6
5 | 140,78 1a,1b, 3,4a,4b, 6, 7a, 7b, 9
6 | 12170 4a, 4b,7a,7b, 8
7 31.90 5,6,8,9
8 24.38 6, 7a, 7b, 9, 11a, 11b, 14, 15a, 15b
9 50.15 1a, 1b, 7a, 7b, 8, 11a, 11b, 12a, 12b, 14, 19
10 | 3655 1a, 1b, 2a, 2b, 4a, 4b, 6, 8, 9, 11a, 11b
11 | 21.10 8,9, 12a, 12b
12 | 39.70 9, 11a, 11b, 14, 17, 18
13 | 4223 8, 11a, 11b, 12a, 12b, 14, 15a, 15b, 16a, 16b, 17, 19, 20
14 | 56.90 7a,7b, 8,9, 12a, 12b, 15a, 15b, 16a, 16b, 17, 18
15 | 28.93 8, 14, 16a, 16b, 17
16 | 2541 14, 15a, 15b, 17, 20
17 | 55.97 12a, 12b, 14, 15a, 15b, 16a, 16b, 18, 20, 21, 22
18 12.05 12a, 12b, 14, 17
19 | 19.42 1a, 1b, 9
20 | 4052 16a, 16b, 17, 21, 22, 23
21 | 21.20 17,20, 22
22 | 129.29 17,20, 21, 23, 24
23 | 138.33 20, 22, 24, 25, 28
24 | 51.25 23,22, 28,25, 27, 26
25 | 4585 23,24, 26, 27, 28
26 | 18.96 24, 25, 27
27 | 21.07 23,24, 25
28 | 12.26 24, 25, 26
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En esta tabla se representa las correlaciones a dos enlaces en color negro (letra
normal), rojas a tres enlaces o mas (letra cursiva); azul los metilos y estan en negrita (sin
importar el color de la letra) las correlaciones que se observan en el espectro. Es de suma
importancia destacar la gran cantidad de correlaciones comprobadas por el espectro HMBC

lo que nos indica una precision en la elucidacion de la estructura.

7.13.7.3. Anélisis completo del COSY realizado al compuesto CROS-13.

En la figura 37 se muestra el espectro COSY de CROS-13, en la tabla 14 se plasman
las interacciones esperadas (ver figura 38) y encontradas en el experimento COSY de
CROS-13.

1w -
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Figura 37. Espectro COSY del compuesto.

X
HO!

Figura 38. Diagrama molecular de las interacciones en el COSY de CROS-13.(elaboracion propia)

80



Tabla 14. Interacciones COSY (esperadas y observadas) de CROS-13.

#H 5u(e) #H #H 5u(e) #H

1a 1.88 1b, 2a, 2b 13 - -

1b 1.10 1a, 2a, 2b 14 1.06 8, 15a, 15b
2a 1.85 1a, 1b, 2b, 3 153 1.76 14, 163, 16b
2b 1.51 1a, 1b, 2a, 3 15b 1.23 14,16a,16b

3 3.55 2a, 2b, 4a, 4b 16a 1.46 15a, 15b, 16b, 17
4a 2.34 3,4b 16b 1.17 15a, 15b,17
4b 2.25 3,4a 17 1.18 16a, 16b, 20

5 - - 18 0.72 -m

6 121.70 7a,7b 19 1.03 -m

7a 2.03 6,7b, 8 20 2.02 17, 21(m), 22
7b 1.50 6,7a,8 21 1.05 20

8 1.59 7a,7b, 9, 14 22 5.04 20, 23

9 0.97 8, 11a, 11b 23 5.18 22,24

10 - - 24 1.56 23, 28(m)
11a 1.54 9,11b, 12a, 12b 25 0.95 24, 26(m), 27(m)
11b 0.87 9, 11a, 12a, 12b 26 0.82 25
12a 2.04 11a, 11b, 12b 27 0.84 25
12b 1.17 11a, 11b, 12a 28 0.87 24

Es de resaltar como ejemplo, las interacciones observadas para H3, tal como se ven

en la figura 39.
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Figura 39. Correlaciones del proton geminal al oxidrilo en el COSY.
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7.13.8. DETERMINACION DEL PUNTO DE FUSION DEL COMPUESTO
BRASICASSTEROL.

La determinacién del punto de fusion del compuesto se realiza en el Laboratorio de
Docencia de Quimica Orgéanica usando el fusidbmetro Engineering LTD, modelo
Electrothermal 9100. Para tal fin se tomo un cristal de tamafio adecuado y se colocé en un
capilar de vidrio, se comienza el proceso de calentamiento hasta que el sélido pase a la fase
liquida y en ese instante se determina el punto de fusion. Este rango del punto de fusion fue
de 146-148 °C. El valor reportado en la bibliografia es de 150-151°C . Esta diferencia en el
valor se debe a las impurezas presentes en el compuesto, las cuales se pudieron observar en
el espectro de RMN *3C (ver figura 26).

8. DISTRIBUCION DEL BRASSICASTEROL EN LA NATURALEZA.
El brassicasterol es un esteroide de amplia distribucion en La Naturaleza habiéndose

encontrado en organismos marinos como la esponja marina Tethya californiana Laubenfels
(Lopez y Quijano, 2013) y el gorgondceo Eunicea laciniata (Cuadrado et al., 2010),
liquenes como Stereocaulon glareosum (Sav.) H. Magn. (Calla y Robles, 2018) vy
Everniopsis trulla (Castro y Santiago 2020), plantas superiores como Gustavia nana Pittier,
(Molina et al., 2006) y Moringa oleifera Lam. (Alvarez et al., 2019), hongos como

Cercospora brachiata (Felisbino et al., 2021) entre otros.

9. ACTIVIDADES BIOLOGICAS DEL BRASSICASTEROL.

Entre las actividades biologicas reportadas para el Brassicasterol tenemos:

antibidtica (Mora et al., 2008), antiinflamatoria (Fernandez et al., 1993), antioxidante y
antiinflamatoria (Molina et al.,, 2017), anticancerosa (Yinzhu Xu et al., 2020),
antibacteriana (Felisbino et al., 2021), antibacteriana, antiviral y protector cardiovascular
(Hassan, 2020), antifungica (Suleimen et al., 2021), antibacteriana y antifangica (Iglesias et
al., 2019).
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10. CONCLUSIONES.

La revision bibliografica de la fitoquimica de Bursera realizada permitié demostrar
que ese geénero esta mayoritariamente constituido por terpenoides (monoterpenoides,
sesquiterpenoides, diterpenoides, esteroides y triterpenos), flavonoides, lignanos y otros
compuestos fendlicos, y compuestos de cadena larga (alquenos, alcoholes, acidos grasos y

sus ésteres).

De los 14 compuestos aislados hasta ahora de las hojas de Bursera inversa se ha
podido completar el estudio estructural de solo uno de ellos, CROS-13, determinandose que

corresponde al brassicasterol.

Se demostré mediante el estudio bidimensional, principalmente por el experimento
de HMBC, que las asignaciones de los desplazamientos quimicos en RMN **C de C1y C2
de los carbonos reportados para el brassicasterol estaban intercambiados. Adicionalmente,

se corrigieron los datos de otros carbonos (C8, C24 y C25).

Aungue el brassicasterol es un esteroide de amplia distribucion en La Naturaleza,
habiéndose encontrado en organismos marinos como esponja y gorgonaceos, liquenes,

plantas superiores y hongos, entre otros, no ha sido reportado previamente a esta
investigacion en la especie (Bursera inversa), ni en otra especie del género (Bursera) ni en

especies de la familia Burseraceae.
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11. RECOMENDACIONES.

Los resultados obtenidos en los trabajos realizados con Bursera inversa sugieren
que se deberia continuar el estudio fitoquimico y asi determinar la composicion quimica de
la resina, asi como de las otras estructuras morfoldgicas de la planta: hojas, ramas, frutos,

entre otros.

Hasta el presente, el principal uso de Bursera inversa es por sus propiedades
curativas en tratamientos antiinflamatorios mediante infusiones. Debido a que entre las
actividades bioldgicas reportadas para el brassicasterol tenemos: antibacteriana, antibidtica,
anticancerosa, antifngica, antiinflamatoria, antioxidante, antiviral y protector
cardiovascular; se deberia realizar un screening farmacologico mas extenso con esta

especie.
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13. GLOSARIO.

Alifaticos: son compuestos organicos constituidos por carbono e hidrégeno cuyo caracter
no es aromatico. Que es de cadena abierta.

Aromaticidad: describe la resonancia de los dobles enlaces conjugados en moléculas
ciclicas y permite que las moléculas adquieran una geometria plana con mayor
estabilidad.

Biosintetizar: proceso celular mediante el cual los organismos vivos elaboran sustancias
quimicas complejas a partir de otras mas sencillas, con el consecuente gasto de
energia metabolica.

Clorofila: es el pigmento fotosintético por excelencia. Otorga el color verde presente en
las plantas y son las moléculas responsables de la transformacion de la energia
luminica a energia quimica, en el proceso llamado fotosintesis.

Cromatografia: es una técnica de separacion en la que los componentes de una muestra se
separan en dos fases: una fase estacionaria de gran area superficial, y una fase movil

Caducifolio (plantas): hace referencia a los arboles o arbustos que pierden su follaje
durante una parte del afo, la cual coincide en la mayoria de los casos con la llegada
de la época desfavorable.

Decoccidn: preparado que se realiza hirviendo el agua y la planta al mismo tiempo.
Normalmente, se usa esta técnica para las raices, corteza, tallos o semillas que son
partes mas duras. Tiene que hervir a fuego lento, y el tiempo de ebullicion
dependera de la dureza de lo que se utilice.

Epidermis: El tejido epidérmico vegetal es el protector vivo que recubre la superficie de
toda la planta cuando ésta posee estructura primaria.

Extracto: Sustancia muy concentrada que se obtiene de una planta, semilla u otra cosa por
diversos procedimientos.

Exudado: cualquiera de las sustancias secretadas a través de los poros de los tejidos
enfermos o dafiados de las plantas. Las resinas, gomas, aceites y lacas son ejemplos

de exudados que se extraen con fines industriales.
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Fitoguimico: Las sustancias fitoquimicas son compuestos producidos por las plantas ("“fito"
significa "planta”). La Fitoquimica es una disciplina cientifica que tiene como
objeto el aislamiento, andlisis, purificacion, elucidacion de la estructura y
caracterizacion de la actividad bioldgica de diversas sustancias producidas por los
vegetales.

Género: es una categoria taxondmica que se ubica entre la familia y la especie; asi, un
género es un grupo de organismos que a su vez puede dividirse en varias especies.

Geminales:

Inflorescencia: forma en que aparecen colocadas las flores en las plantas.

Infusion: preparado en el que se hierve primero el agua, y una vez que esta alcanza el
punto de ebullicion se introducen las flores o las hojas desmenuzadas de la planta.
No hace falta hervir la planta porque se usan las partes mas tiernas.

Mesocarpio (0 pseudoarilo): capa media de las tres que forman el pericarpio de los frutos,
como la parte carnosa del melocoton.

Olefinicos: El grupo de compuestos de hidrocarburos que tiene uno o mas enlaces dobles o
triples entre los atomos de carbono en la cadena lineal.

Oleorresina: mezcla mas o menos fluida de resina y aceite esencial, como por ejemplo la
trementina de pino.

Pireno (o endocarpio): capa interna de las tres que forman el pericarpio de los frutos, que
puede ser de consistencia lefiosa, como el hueso del melocotdn.

Resina: sustancia sélida o de consistencia pastosa, insoluble en el agua, soluble en el
alcohol y en los aceites esenciales, y capaz de arder en contacto con el aire, obtenida
naturalmente como producto que fluye de varias plantas.

Taxonomia (botanica): parte de la Botanica que trata de la ordenacién de las plantas en
grupos de parentesco

Tradicional: es un adjetivo que se refiere a aquello perteneciente o relativo a la tradicion.

Verticilio: En boténica se llama verticilio a un conjunto de tres 0 mas hojas, ramas u otros
6rganos que brotan de un tallo en el mismo nivel.

Xerdfilos: se dice de todas las plantas y asociaciones vegetales adaptadas a la vida en un

medio o un ambiente seco.
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lSC

cC

CCF (TLC)
CCFP (PTLC)
CG

CHCl,
CH,CI,

cm

CMB (MBC)
CMI (MIC)
COSsY

0

DEPT

EM (MS)
Emax
EtOH

Et,O

eV

'H

H,O

H,SO,

HMBC

14. ACRONIMOS Y ABREVIACIONES.

Unidimensional

Bidimensional

Isétopo de carbono con una masa de 13 uma
Cromatografia en columna

Cromatografia de capa fina

Cromatografia de capa fina preparativa
Cromatografia de gases

Cloroformo

Diclorometano

Centimetro

Concentracién Minima Bactericida

Concentracién Minima Inhibitoria

COrrelated SpectroscopY

Desplazamiento quimico respecto al TMS medido en ppm
Distorsionaless Enhancement by Polarization Transfert
Espectrometria de masas

Maximo de energia

Etanol

Eter etilico

Electron-voltio

Isétopo de hidrogeno con una masa de 1 uma (protio)
Agua

Acido sulfarico

Heteronuclear Multiple-Bond Correlation Spectroscopy
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HPLC High Performance Liquid Chromatography

HR-ESI High Resolution-Electro Spray Inyection

HSQC Heteronuclear Single-Quantum Coherence Spectroscopy

Hz Herzios

ID50 Dosis inhibitoria 50 (dosis que inhibe el crecimiento de la mitad de los

individuos o colonias)

IR Espectroscopia Infrarroja

J Constante de acoplamiento (Hz)

LC50 Concentracion letal 50 (concentracion que mata la mitad de los individuos)
ng Microgramo

mg Miligramo

m Multiplete

MeOH Metanol

mm Milimetro

MPLC Medium Pressure Liquid Chromatography
NOESY Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY
OH Hidroxilo

ppm Partes por millén

RMN Resonancia Magnética Nuclear

TOCSY Total Correlation SpectroscopY

VLC Vacuum Liquid Chromatography
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