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1 RESUMEN

Se realiz6 un andlisis cromatografico de extractos no polares de cortezas de 10
especies del género Bursera con el fin de determinar la presencia de compuestos
terpénicos en las cortezas.

Para cada especie se recolecté una muestra de corteza en el estado de Morelos.
Estas muestras fueron secadas por completo a temperatura ambiente para
posteriormente realizar una molienda fina. A cada una de las muestras se les hizo una
extraccién en frio con cloruro de metileno. Una vez obtenidos los extractos, se realiz6
su analisis cromatografico por medio del equipo Automatic TLC Sampler 4 CAMAG. Se
utilizoé el sistema de elusion éter de petroleo: acetato de etilo: acetonitrilo (7.5:2.5:0.1)
y, como revelador, el reactivo anisaldehido sulfurico para evidenciar la presencia de
terpenos. Los resultados mostraron un total de 22 compuestos distribuidos de forma
diferencial en las especies. Estos compuestos corresponden principalmente a
triterpenos. Sin embargo, la abundancia relativa y la intensidad de la coloracion es
diferente en cada una de las especies.

Los compuestos triterpénicos han sido reportados mayormente en otros
organos de la planta en varias especies del género, asi como su amplia actividad
biologica (insecticida, antibacteriana, antiinflamatoria). Por lo que, las cortezas
estudiadas podrian ser un elemento mas a considerar en la busqueda de actividad

biolégica.



2 INTRODUCCION

Los metabolitos secundarios son un conjunto de compuestos producidos por vias
metabolicas divergentes al metabolismo primario, llamado metabolismo secundario;
donde se lleva a cabo a partir de productos y/o precursores del metabolismo primario
(Avalos Garcia & Pérez-Urilla Carril, 2009; Ncube et al., 2017).

Los metabolitos secundarios les otorgan a las plantas una serie de ventajas
adaptativas, ya que participan en un sinnumero de interacciones ecologicas (Cannes
do Nascimiento & Fett-Neto, 2010; Wink, 2010). Denominados también, productos
naturales, tienen una distribucién restringida en las plantas, y algunos solo se
encuentran en determinados taxa (Cannes do Nascimiento & Fett-Neto, 2010).

Son los responsables de ciertas actividades en las plantas como: defensa frente
a patogenos y herbivoros, atrayentes de polinizadores y dispersores de semillas,
responsables de la pigmentacion de flores y frutos, y forman parte de la respuesta de
las plantas al estrés abioético, entre otros) (Wink, 2010).

Han sido ampliamente utilizados por el hombre, desde la medicina tradicional
hasta la industria farmacéutica, en la obtencién de esencias y colorantes, e incluso en
la elaboracién de herbicidas e insecticidas, antimicrobianos, etc. (Tetali, 2018).

El género Bursera se caracteriza principalmente por la produccién de terpenos,
que son compuestos con una amplia actividad bioldgica, tales como: citotoxica,
antimicrobiana, antiinflamatoria, antioxidante, ansiolitica, insecticida, etc. (Gigliarelli
et al., 2015; Marcotullio et al, 2018). Esto se ha observado sobre todo en resinas,
hojas, ramas y frutos; pero pocos son los estudios que se han hecho en cortezas. Con el
fin de contribuir al conocimiento de la composicién quimica de las especies del
género, en este trabajo se llevo a cabo un analisis cromatografico de los extractos no

polares de cortezas de diez especies.



3 ANTECEDENTES

3.1 Metabolismo Secundario
El metabolismo consiste en un conjunto de reacciones quimicas que dan lugar a
moléculas que ejercen diferentes funciones en los organismos. Estas moléculas son los
aminoacidos, los nucledtidos, los azicares y los lipidos, también llamados metabolitos
primarios (Avalos Garcia & Pérez-Urilla Carril, 2009). En las plantas se dirige una gran
cantidad de energia y carbono asimilado para la produccién de estas moléculas
organicas ya mencionadas. Asi también, de estos metabolitos surgen los metabolitos
secundarios (MS) (Avalos Garcia & Pérez-Urilla Carril, 2009; Ncube et al., 2017).

Los MS se sintetizan en pequefias cantidades, y son especificos dependiendo
del taxa (Cannes do Nascimiento & Fett-Neto, 2010). Durante mucho tiempo fueron
considerados compuestos de desecho que sintetizaba la planta, pero debido al alto
consumo de energia (ATP y derivados) que se necesitaba para su sintesis, transporte y
almacenamiento (Wink, 2010), se empez6 a tener un enorme interés en conocer las
diferentes funciones bioldgicas de los MS en las plantas. Algunas de estas funciones
son (Cannes do Nascimiento & Fett-Neto, 2010; Gershenzon et al., 2012; Ncube et al,
2017; Wink, 2010):

e Defensa contra patdgenos (animales, bacterias, hongos y virus).

e Defensa contra herbivoros.

e Defensa indirecta, atraccion de parasitos y predadores de herbivoros de la
planta.

e Atrayentes de polinizadores y dispersores de semillas.

e Defensa contra el estrés abiotico.

e Competencia contra otras plantas (como alelopatia).

e Interaccién con otras especies mutualistas.

e Pigmentos que proporcionan color a flores y frutos.

e Otras funciones fisiolégicas de la planta.



En general, los metabolitos secundarios se dividen en cuatro grupos principales

(figura 1) (Avalos Garcia & Pérez-Urilla Carril, 2009; Gershenzon et al, 2012;

Verpoorter, 2000; Wink, 2010):

Metabolito secundario
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Figura 1. Diferentes rutas del metabolismo secundario en plantas vasculares (Avalos Garcia & Pérez-Urilla Carril,

2009).




3.2 Género Bursera
El género Bursera Jacq. ex L. pertenece a la familia Burseraceae, que incluye mas de
100 especies. Las burseras, que también se conocen como cuajiotes, copales, torotes o
palos mulatos, estan distribuidas desde el sur de Estados Unidos hasta el noroeste de
América del Sur, incluidos los archipiélagos de las Antillas, Revillagigedo y los
Galapagos. México presenta alrededor de 100 especies registradas (CONABIO, 2008;
Rzedowski et al.,, 2004), y se distribuyen en bosques tropicales caducifolios o selvas
caducifolias, con mayor abundancia en la vertiente del Pacifico (figura 2). Estas
plantas son de importancia ecoldgica en los ecosistemas de selva baja caducifolia o
bosques tropicales caducifolios, como elementos dominantes y abundantes

(Marcotullio et al., 2018; Rzedowski & Kruse, 1979).

Generated 8 hours ago © OpenStreetMap contributors, ® OpenMapTiles, GBIF.

Figura 2. Diversidad de Bursera en la Republica Mexicana, con alrededor de 1500 registros georreferenciados en

Global Biodiversity Information Facility (Medina Lemos, Comisién Nacional para el Conocimiento y Uso de la

Biodiversidad, 2021).

Algunas especies del género sirven de recursos para algunos organismos, como en el
caso de los gorgojos, que moldean la resina producida por el copal para la formacién
de una camara subterranea, donde se desarrolla la larva del insecto (CONABIO, 2008).
Otro caso ya registrado es el de las abejas del género Apis, que recolectan la resina
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para la elaboracion del propéleo. Asi mismo, los coaties (Nasua narica) rasgufian la
corteza del arbol para la extraccion de la resina, y también la aprovechan para frotar
su piel y asi eliminar una gran variedad de ectoparasitos (CONABIO, 2008).

La resina aromatica también tiene importancia cultural en algunas
comunidades de Mesoamérica, por ser utilizada en rituales agricolas. Se le considera
ademas como un alimento divino que ayudaba a la vinculacién entre deidades y
humanos (Montufar Lopez, 2016). Por otro lado, de la especie B. linanoe se obtiene el
aceite esencial lindloe, éste tiene gran importancia econémica, como materia prima
para la fabricacion de algunos perfumes (Espinosa Organista et al., 2008). Ademas de

su uso como inciensos y barniz (Rzedowski & Kruse, 1979).

3.3 Terpenos
Los terpenos, también conocidos como terpenoides o isoterpenoides (Ashour et al,
2010), son compuestos que se caracterizan por estar formados con bloques de
isoprenos (Cs), y se clasifican dependiendo de la cantidad de bloques con las que estén
compuestos: monoterpenos (Ci0), sesquiterpenos (Cis), diterpenos (Czo),
sesterterpenos (Czs), triterpenos (Cso), tetraterpenos (Caso), etc. (Ashour et al, 2010).
Ademas, presentan una diversidad de grupos funcionales fusionados al esqueleto del
terpeno, como pueden ser alquenos, alcoholes, ésteres, éteres, aldehidos y cetonas

(Ormefio y Fernandez, 2012).

3.4 Funciones de los terpenos en las plantas
En las plantas, la funcién de los terpenos es muy variada, ya que pueden tener un
papel tanto de metabolitos primarios como de metabolitos secundarios. Es decir,
estan involucrados en el crecimiento y desarrollo de la planta, asi como en el modo en
que interactiia con su entorno (Tholl, 2006). Cuando los terpenos se unen a otras
moléculas de naturaleza no terpenoide, como las citoquininas, las clorofilas y las
quininas (plastoquinonas y ubiquinonas), les facilitan el anclaje o el movimiento en la
membrana celular (Ashour et al, 2010). También los carotenoides (tetraterpenos, C4o)

actiian como antioxidantes naturales en la planta (Tetali, 2008).



Los terpenos le otorgan a la planta una gran diversidad de funciones, como la
defensa contra patoégenos y herbivoros, la atracciéon de polinizadores (debido a
coloraciones de tejidos y fragancias volatiles) y depredadores de herbivoros, asi como
proteccién contra el estrés fotooxidativo. También son mediadores en el proceso de la
termorregulacion, con actividad antimicrobiana, alelopaticos, etc. (Tetali, 2008; Tholl,
2006). Por ejemplo, las fitoecdisonas tienen una estructura muy parecida a las
hormonas de varios insectos, por lo que pueden provocar una alteraciéon en la
formacion de la larva (Granados-Sanchez et al., 2008).

Los terpenos han mostrado tener una amplia gama de usos para el consumo
humano, como en el caso dentro de la industria farmacéutica y de investigacion
biomédica, ya que pueden presentar actividades antiinflamatorias, antiquemaduras,
antibacterianas, antivirales, antiantioxidantes, anticancerigenas, antimalaria,
analgésicas, etc (Mahizan et al, 2019; Tetali, 2008; Trapp & Crouteau, 2001). Uno de
los terpenos mas investigados es el paclitaxel (diterpeno), empleado para el
tratamiento de cancer de mama y de ovario. También la artemisina (sesquiterpeno
lactona) se conoce principalmente por su actividad antimalaria, antiviral y
anticancerigena (Ashour et al,, 2010; Lopez Carreras et al., 2012; Tetali, 2008).

De igual manera, son empleados como fragancias, saborizantes, perfumes,
aerosoles, detergentes, desodorantes, telas, fibras, jabones, cremas, productos de
papel y posiblemente combustible. Ademas de todo, estos compuestos pueden ser
utilizados como plaguicidas (insecticidas, antimicrobianos, antiparasitarios,
antifingicos) (Lépez Carreras et al., 2012; Tetali, 2008).

Cabe agregar que el género Bursera se caracteriza por presentar compuestos
de tipo terpénico en todos los 6rganos de la planta (Gigliarelli et al., 2015; Marcotullio

etal, 2018).

3.5 Terpenos reportados para el género Bursera y su actividad bioldgica
Las especies del género Bursera se caracterizan por la produccion de exudados
(resina) en la corteza, que proporcionan una defensa contra algunos herbivoros

especializados (Gigliarelli et al., 2015; Marcotullio et al.,, 2018).



Se ha registrado que las especies del género presentan compuestos como

terpenos (sesquiterpenos, triterpenos, monoterpenos), lignanos, compuestos

fendlicos y flavonoides (Gigliarelli et al, 2015; Manzano-Santana et al, 2009;
Marcotullio et al, 2018; Moreno et al, 2010; Robles et al, 2005). Ademas, existen
reportes acerca de la actividad citotéxica, antimicrobiana, antiinflamatoria,
antioxidante, ansiolitica, e insecticida de extractos y compuestos aislados y
caracterizados en diferentes especies (Junor et al, 2008; Reguera Serrano, 2011;
Romero-Estrada et al., 2016; Sanchez-Monroy et al, 2020; Zuiiga et al, 2005). En la

tabla 1 se muestra una recopilacion de trabajos reportados para distintas especies de

Bursera y su actividad biolégica.

Tabla 1. Trabajos reportados con analisis fitoquimico del género Bursera, en los tltimos 12 afios.

Especie Parte Extracto trabajado o compuesto | Evaluacion Referencia
vegetal aislado biologica bibliografica
trabajada
B. aptera Ramas, Extractos metanolicos Actividad Rodriguez
troncos y antibacterian | Lopez, 2018
corteza a, antifingica
y antioxidante
B. arida Corteza Extractos metanolicos Actividad Avila Gonzélez,
antimicrobian | 2015
a
B. biflora Ramas, Extracto metandlico Actividad Cruz Doniz,
frutoy antioxidadnte | 2018
hojas
B. copallifera Tallo, Extractos metandlicos, Actividad Columba-
cortezay hidroalcohoélicos y de anti- Palomares y
hojas diclorometano inflamatoriay | colaboradores,
citotoxicidad | 2015
B. copallifera | Resina Formiato de 3-epilupeol, acetato Actividad Romero-
de a-amirina, acetato de 3- antiinflamator | Estraday
epilupeol, lupenona, 3-epilupeol, iayactividad | colaboradores,
a-amirina e indometacina antioxidante | 2016
B. copallifera | Hojas 5-CQA (acido clorogénico), Citotéxicidad | Dominguezy
quercetina-3-rha-X-glc, 5 4cido p- | e inhibicién colaboradores,
coumaroyl quinico, acido feruloil dela 2018
quinico, miricetina-3-gal, migracion en
miricetina-3-glc, quercetin 3-glc- lineas
galico, miricetina-3-rha, Q-3- celulares
rutina, Q-3-gal, Q-3-glc, Q-3-xyl, Q- | cancerigenas
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3-arabp, Q-3-arabf, Q-3-rha

B. copallifera | Hojas Extractos hexanicos, aceténicos y Bioinsecticida | Aldana Llanosy
y B. ramas metanodlicos colaboradores,
grandifolia 2010
B. cuneata Corteza Extractos hexanicos, acetonicos y Actividad Becerra
metanolicos antioxidante | Cigarroa, 2019
B. cuneata Hojasy Extractos metanolitos, Actividad Figueroa-
estomas diclometanicos y hexanicos antiinflamator | Suarezy
ia colaboradores,
2019
B. fagaroides | Corteza B-peltatin-A methylether, 5’ Citotoxicidad | Rojas-
var. desmetoxi- f-peltatin-A Sepulveday
fagaroides methylether, colaboradores,
desmethoxy-yatein, §-peltatin-A 2012
methyl ether, desmethoxy-yatein,
deoxypodophyllotoxin, acetyl
podophyllotoxin, , burseranina
B. fagaroides Corteza, a-pineno, B-terpineno, limoneno, Actividad Nicolas
frutosy B-pineno, 4-careno, camfeno, antimicrobian | Camargo, 2013
ramas acetato de bornilo, a-felandreno, a

tujeno, y-terpieno, eudesmenol-11,
terpinenol-4, cadina-1 (10) 4-
dieno, o-cimeno, metil valerato,
careno, terpinoleno, mentadieno,
a-cariofileno, cariofileno, 2-tujeno,
p-felandreno,
trimetiltricicloundecano,
germacreno, 3-careno, a-selineno,
2-careno, ciclopentabenzeno
octahidrometil-3-metileno-4,
linalool, B-mirceno, sabineno,
eudesmenol-11, 1-indene, 1-
etildeoctahidro-7-metil,
biciclodeceno-1, 2-isopropil-5-
metil-9-metileno, germacreno,
ciclohexeno, 4-etinil-4-meil-3-1-(1-
metiletil)-(3R-trans), 2-(4-ethenil-
4-metil-3-prop-1-en-2-
cicloexil)propan-2-ol, 2-
isopropenil, 8-dimetil
octahidronaftaleno, pinocarvone,
a-camfolenal, camfor, 1-etileno-7-
metiloctahidro-1-indeno,
umbellulol, mirtenal, 4-
isopropeniltolueno, y-elemeno, 9-
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o-pivaloil-n-acetilcolchinol, metil
valerato, germacreno y estireno

B. fagaroides | Corteza Burseranina, 5’-demethoxy- f3- Actividad Gutiérrez-
var. peltatin-A-methylether, antigiardal Gutiérrez y
fagaroides acetilpodofilotoxina, colaboradores,
podofilotoxina. 2017
B. fagaroides | Corteza Podofilotoxina, §-peltatina-A- Efectos Antinez-Mojica
metiléter, 5’-desmetoxi-£- biologicosen |y
peltatina-A- metiléter, desmetoxi- | mitosis, colaboradores,
yateina, desoxipodofilotoxina, migracion 2018
burseranina y acetil podofilotoxina | celulary
microtubulos
del
citoesqueleto
B. glabrifolia | Hojas a-tujeno, a-pineno, sabinena, f3- Efecto Villa-Ruano y
pineno, f-mirceno, p-cimeno, antibacterian | colaboradores,
limoneno, 1,8-cineole, ocimeno, a- | o, efecto 2018
terpineno, linalool, p-cimeno-8-0l, | insecticida, y
a-terpineol, verbeneno, nerolidol, | propiedades
elemol, espatulenol, 6xido de anti
cariofileno y a-cadinol proliferativas
B. graveolens | Partes (32)-hexenol, (2Z)-hexenol, a- Citotéxicidad | Monzotey
aéreas pineno, sabinena, f-pineno, colaboradores,
mirceno, a-felandreno, limoneno, 2012
(Z2)-B-ocimeno, (E)-f-ocimeno, y-
terpineno, p-cimeneno, 6xido de a-
pineno, (E)-6-metil-3,5-
heptadieno-2-one, trans-p-menta-
2,8-dien-1-ol, (Z2)-epoxiocimeno,
cis-p-menta.2,8-dien-1-ol, (E)-
epoxiocimeno, mentona,
mentofurano, cis/trans-
isopulegona, a-terpineol, neol-
dihidrocarveol, trans-
dihidrocarveol, trans-carveol, cis-
carveol, unidentified (m/z=154,
137,119,109), pulegona, carvona,
piperitona, unidentified (m/z=97,
95, 729, limoneno-10-ol, timol,
perilla alcohol, piperitenona,
isoledeno, a-copaeno, -
bourboneno, f-elemeno, -
ylangeno, a¢-gurjuneno
B. graveolens Aceites esenciales Actividad Fon-Fay y
antimicrobian | colaboradores,
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a 2017
B. graveolens | Fruto Aceites esenciales Actividad Rey-Valeirén y
acaricida colaboradores,
2017
B. graveolens | Hojas Aceites esenciales Actividad Fernandez-
insecticida Ruiz y
colaboradores,
2018
B. graveolens | Hojas Limoneno, pulegona, carvona, Actividad Jaramillo-
cariofileno y trans-carveol repelente y Colorado y
fumigante colaboradores,
2019
B. graveolens Aceites esenciales Ensayo de Poncey
toxicidad colaboradores,
2020
B. lunanii Hojas, Nonano, tujeno, a-pineno, canfeno, Junory
cortezay sabineno, f-pineno, mirceno, a- colaboradores,
frutos terpineno, p-cimeno, limoneno, 2012
1,8-cineol, (Z) f-ocimeno, (E) 8-
ocimeno, y-terpinoleno,
terpinoleno, 6xido de a-pineno,
fenchol, a-canfolenal, trans-
pinocarviol, trans-verbenol,
pinocarvone, borneol, terpinen-4-
ol, p-cimen-8-ol, myrtenal, a-
terpineol, verbenona, trans-
carveol, ascaridol, cis-carveol,
cuminaldehido, carvona, acetato de
isobornilo, cis-pinanediol, a-
cubebeno, a-copaeno, -elemeno,
B-cariofileno, hidrato de carvona,
a-humuleno, allo-aromadedrina,
a-muuroleno, (EE)- a-farneseno,
§-cadineno, trans-calameneno, (E)-
nerolidol, (Z)-3-bonzoato de
hexanil, 6xido de cariofileno,
viridiflorol, 1-epi-cubenol,
cariofila-4(14) 8(15)-dien-5 a-ol,
cariofila-4(14) 8(15)-dien-54-ol,
a-epi-cadinol, a-epi-muurolol, a-
muurolol, ¢-cadinol, trans-
calameneno-10-o0l, cadaleno,
tetradecanol, 8-hidroxi-
isobutirato de isobornilo, longifolol
B. microphylla | Resina Extractos hexanicos Efectos anti- Adorisio y
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proliferativos | colaboradores,

y pro- 2018

apoptiticos

lineas

celulares

humanas

cancerigenas

B. microphylla | Resina Extractos metandlicos Actividad Messina y

citotoxica colaboradores,
2015

B. microphylla | Hojas'y Kaempferol, catequina, quercetina, | Actividad Vidal-Gutiérrez

frutos acido quinico, acido elagico, antioxidante y
kaempferol glucosido, quercetin colaboradores,
glucésido, acido galico, acido galico 2020
glucésido, rutina, quercetina galoil
glucésido

B. morelensis | Parte aérea | f-tuyeno, a-pineno, sabineno, 8- Actividad Lopez

pineno, $-mirceno, a-felandreno, antibacterian | Hernandez,
o-cimeno, f-felandreno, ocimeno, a,enla 2011
y-terpineno, terpinoleno, trans 4,5- | cinética del
epoxi-careno, terpinen-4-ol, a- crecimiento
terpineol, neoisothujyl alcohol, bacteriano y
1,4,4-trimetil-2-hidroxi-6-metanol- | actividad
biciclo-hexano, camfenol, antifingica
pinenodiol, 7-oxabiciclo (4.1.0)
heptan-2-ol-5isopropenil-2-metilo,
2-isopropil-4-metil-2-hexanal,

2,3.bornanodiol, 1-ol-3-cetona-

trans-decahidronaftaleno,

isocariofileno, a-cariofileno, -

cubebeno, denderalasin, 6xido de

cariofileno, f-eudesmol,

ciclodecaciclotetradeceno,14,15-

didehidro-1,4,5,8, 4,6,6-trimetil-2-
formilmetil-biciclo(3.1.1)hept-3-

eno.

B. morelensis | Hojas, 2-thujene, a-pineno, f-thujene, B- | Actividad Carrera-
frutos, pineno, -mirceno, a-felandreno, anti- Martinez y
ramasy p-cimeno, B- felandreno, eucalipto, | inflamatoria colaboradores,
corteza cariofileno, a- cariofileno, ((-)- 2014

germacreno D), 6xido de
cariofileno, 4cido miristico, acido
hexadecanoico, trans-acido oleico,
acido estearico
B. morelensis y-terpineno, S-pellandreno, a- Actividad Rivera Yafez y
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cariofileno, a-pineno, y otros
aceites esenciales

anti-candida

colaboradores,
2017

B. morelensis Ramas a-felandreno, a-pineno, camfeno, Actividad Salas Oropeza,
sabineno, f-mirceno, - cicatrizante 2020
felandreno, a-terpineno, p-cimeno,
p-mentano, y-terpieno,
terpinoleno, terpinen-4-ol, p-Ment-
1(7)-en-2-one, cariofileno, a-
caryofileno, germacreno D,
cariofileno 6xido, f-eudesmol

B. morelensis Tronco Aceites esenciales Actividad Rivera Yaiez,

anticandida 2021

B. Ramas Aceites esenciales Actividad Canales

schlechtendali cicatrizante, Alvarez, 2017

i antimicrobian

a, capacidad
abtioxidante y
anti-
inflamatorio

B. simaruba Corteza Extractos hexanicos y metanolicos | Actividad Bahy

antioxidante colaboradores,
2014
B. Hojasy Aceites esenciales y compuesto Actividad Villa-Ruano y
slechtendalii resina volatiles de resina ansiolitica, colaboradores,
actividad 2018
antioxidante y
repelente a
mosquitos

B. velutina Hojas 2-feniletanol, a-felandreno y - Nogey

felandreno colaboradores,
2011

B. aptera, B. Hojas y Extractos hidroalcohdlicos, Actividad Cruz Olvera,

schlechtendali | ramas hexanicos, metanolicos y de antimicrobian | 2017

i, B. acetato de etilo a

fagaroides, B.

galeottiana y

B. morelensis

B. lancifolia, B. | Cortezas Extractos de diclorometano y Actividad Rodriguez

fagaroides, B. metanolicos enzimatica de | Tovar, 2018

grandifolia, B. alfa-amilasa y

longipes, B. acetilcolineste

morelensis, B. rasa de

copalifera, B. Tenebrio

submonolifor molitor

mis, B bicolor,
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B. bipinnata y
B. linanoe

4 JUSTIFICACION

Teniendo en cuenta a los terpenos como compuestos mayormente reportados para el
género Bursera, la amplia actividad biolégica descrita para este tipo de compuestos, y
el estudio en resinas, hojas y frutos principalmente; en este trabajo se evaluaron
cortezas de diez especies, para la bisqueda de compuestos terpénicos, y de su

actividad biolégica en estudios futuros.

5 HIPOTESIS

El género Bursera se caracteriza por la produccién de una variedad de compuestos de
tipo terpénico (monoterpenos, sesquiterpenos, triterpenos, etc.), y la presencia de
estos compuestos varia entre las diferentes especies. Es debido a esto que los
extractos de cloruro de metileno de corteza de las especies mostraran un perfil
cromatografico que permitira comparar la presencia de estos compuestos con las 10

especies.

6 OBJETIVOS

6.1 Objetivo general
Conocer el perfil cromatografico de compuestos presentes en extractos de cloruro de
metileno de diez especies del género Bursera, como parte de la busqueda de

compuestos terpénicos para un estudio biodirigido.

6.2 Objetivos particulares
e Determinar mediante cromatografia de capa fina (CCF) la presencia de

compuestos terpénicos en las cortezas de las diez especies del género Bursera.
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e Analizar los cromatogramas en las diferentes especies, para establecer
diferencias de compuestos entre las mismas, asi como en su abundancia

relativa.
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7 MATERIALES Y METODOS

Maceracién en frio (Shaker
Bath)

Aplicador (Automatic TLC
Sampler 4 CAMAG)

Recolecta de cortezas de diez
especies de Bursera en
Morelos, México 2016

l

Secado y molienda del
material vegetal

l

Extraccion por maceracion
en frio

l

Destilacion a presion
reducida

l

Cromatografia de capa fina
(CCF)

l

Analisis cromatografico

Rotavapor (Buchi R-205)

e
|

_Aélnm;

Software JustTLC version
4.6.2
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7.1 Material vegetal
El material vegetal fue recolectado en el mes de septiembre del 2016, en el estado de
Morelos, México. Se recolectaron cortezas de un individuo para cada una de las 10
especies del género Bursera: B. dptera Ramirez (HUAP11772), B. bicolor (Wild. ex.
Schltdl) Engl., B. bipinnata (DC.) Bullock (FCME130010), B. glabrifolia (H.B.K.) Engl.
(HUAP11773), B. grandifolia (Schltdl.) Engl. (HUAP11769), B. lancifolia (Schltdl.) Engl.
(HUAP11771), B. linanoe (La Llave) Rzed., B. longipes (Rose) Standl. (HUAP11779), B.
morelensis Ramirez (HUAP11780) y B. submoniliformis Engl. (HUAP11777). Para cada
especie se preparé un ejemplar de herbario para su identificacion taxondémica
realizado por el M. en C. Fidel Ocampo Bautista. Posteriormente se depositaron en el
Herbario de la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla y el Herbario de la

Facultad de Ciencias, UNAM.

7.2 Secado de material y obtencién de los extractos
Las cortezas se dejaron secar a temperatura ambiente y se realizé una molienda fina
de las mismas. Se pesaron 40 g (para B. linanoe se pes6 20 g debido a la baja cantidad
de muestra) y se agregaron 200 ml de cloruro de metileno (CH2Cl2), para hacer una
extraccidbn por maceracion en frio y agitacion constante durante 10 dias.
Posteriormente los extractos fueron filtrados, y para cada uno se llevé a cabo una
destilacién a presién reducida en un rotavapor Buchi R-205. Posteriormente, se
redisolvieron en cloruro de metileno, y se almacenaron al vacio durante dos dias. Se
calcul6 el rendimiento de los extractos para cada uno. Ademas, se etiquetaron las

especies como se muestra en la siguiente tabla:

Tabla 2. Etiquetado de los extractos de cloruro de metileno de las 10 cortezas de Bursera.

Especie Etiqueta de cada extracto de cloruro de
metileno
B. aptera B1
B. glabrifolia B2
B. grandifolia B3
B. lancifolia B4
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B. linanoe B5

B. longipes B6

B. morelensis B7

B. submonoliformis B8
B. bicolor B9

B. bipinnata B10

7.3 Andlisis de los extractos
Con los extractos obtenidos se realizé una cromatografia de capa fina de alta
resolucion (HPTLC). Se prepard una concentracion de 5 mg de extracto en 1 ml del
disolvente apropiado. Se utilizaron 3 muestras estandares que han sido empleados en
estudios previos con B. fagaroides: acetilpodofilotoxina, 5’-desmetoxi-f-peltatina-A-
metileter y burseranina (Antinez-Mojica et al, 2018; Antinez-Mojica et al., 2016;
Gutiérrez-Gutiérrez et al., 2017: Rojas-Sepulveda et al., 2012); de igual forma a una
concentracion 5mg/1ml. A continuacién, se colocaron 10 ul de los extractos de
diclorometano y de los estandares con el aplicador (Automatic TLC Sampler 4
CAMAG) en placas de vidrio HPTLC (20 x 10 cm) recubiertas por gel de silice (0.25
mm). Se busc6 el sistema de elucion que mostrara la mejor separacién de los
extractos, encontrando la mejor resolucién con hexano: acetato de etilo: acetonitrilo
(7.5: 2.5: 0.1), en un cdmara horizontal (CAMAG Horizontal Developing Chamber 2).
Posteriormente, los cromatogramas se derivatizaron con un revelador
especifico para terpenos: aniseldehido sulftirico (p-anisaldehido, Sigma-Aldrich). Una
vez aplicado, se calent6 en una parrilla a 100 °C hasta observar cambios en la
coloracién de las placas. Por dltimo, los cromatogramas fueron fotografiados a luz

blanca, y luz de 365 nm y 254 nm.

7.4  Analisis cromatografico de los extractos
El registro fotografico fue analizado por JustTLC versién 4.6.2, con el cual fue posible
detectar el nimero total de compuestos para cada extracto (reflejados en los Rf’s de

cada uno), asi como su abundancia relativa.
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El factor de retardo (Rf) es un cociente que decreta la zona de la sustancia en la

placa cromatografia, es la diferencia de la distancia de la zona de la mancha y el punto

de aplicacién con la distancia entre el frente del solvente y el punto de aplicacidn, se

obtiene a partir de la siguiente férmula (figura 3) (Delporte, 2010):

Zs

Rf = ——
I=z—7

Rf: Factor de retardo
Z,: Distancia entre la zona de la mancha y el punto de aplicaciéon (mm)

Zs: Distancia entre la zona del frente del solvente y el punto de aplicacion (mm)

Z,: Distancia entre el nivel de solvente y el punto de aplicacién (mm)

St

Figura 3. Representacion del factor retardado (Rf) en una placa cromatografica (Delporte, 2010).

Por lo que el valor de Rf se reflejara menor a 1.
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8 RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Rendimiento de los extractos
El rendimiento de los extractos de cloruro de metileno (tabla 3) revela que B. aptera
presenta el mayor rendimiento, con 4.775%, mientras que la que tuvo menor
rendimiento fue B. bipinnata, con 0.0658%. El mayor rendimiento de los extractos nos
permite continuar con el analisis quimico de los mismos, por ejemplo, para un
fraccionamiento cromatografico. Sin embargo, es importante considerar que el
rendimiento de los extractos no implica una mayor actividad, por lo que, es necesaria

la obtencién de extractos con una mayor cantidad de muestras.

Tabla 3. Rendimiento de los extractos de cloruro de metileno de las 10 cortezas de Bursera.

Especie Peso seco cortezas (g) Rendimiento (%)
B. aptera 40 4775
B. glabrifolia 40 3.25
B. grandifolia 40 2.54
B. lancifolia 40 3.3
B. linanoe 20 2.9
B. longipes 40 0.575
B. morelensis 40 2.225
B. submonoliformis 40 2.475
B. bicolor 40 0.1573
B. bipinnata 40 0.0658

8.2 Analisis de los extractos: Cromatografia en Capa Fina
Una vez eluidas y reveladas las placas con aniseldehido sulftrico (p-anisaldehido,
Sigma-Aldrich), se observé un patréon de coloracién azul-violeta y rosado en todos los
extractos de las cortezas analizadas (figuras 4 y 5). El color predominante observado

(violeta-azulado) corresponde a la presencia de triterpenos (Wagner y Bladt, 1996).
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Figura 4. Cromatograma de extractos de cloruro de metileno de corteza de las 10 especies de Bursera, revelado
con anisaldehido sulftrico. B1) B. aptera, B2) B. glabrifolia, B3) B. grandifolia, B4) B. lancifolia, B5) B. linanoe, B6)
B. longipes, ME1) acetilpodofilotoxina, ME2) 5’-desmetoxi-f-peltatina-A-metileter y ME3) burseranina. Muestra
las Rf’s que se presentaban en la mayoria de los extractos extudiados: 0.55, 0.73 y 0.85.

Figura 5. Cromatograma de extractos de cloruro de metileno de corteza de las 10 especies de Bursera, revelado
con anisaldehido sulfurico. B7) B. morelensis, B8) B. submoniliformis, B9) B. bicolor, B10) B.bipinnata ME1)
acetilpodofilotoxina, ME2) 5’-desmetoxi-f-peltatina-A-metileter y ME3) burseranina. Muestra las Rf’s que se
presentaban en la mayoria de los extractos extudiados: 0.55, 0.73 y 0.85.

23



El analisis por software indic6 un total de 22 compuestos (Rf’s) (tabla 4), con
diferente abundancia relativa entre las 10 muestras de las cortezas analizadas. los
extractos de B. bipinnata, B. grandifolia, B. lancifolia y B. morelensis tuvieron un mayor
nimero de compuestos, la primera con un total de 7 y las demds con 6. La especie B.
glabrifolia solo tuvo 2 compuestos detectados.

Los compuestos que se encuentran en los Rf's 0.55, 0.73 y 0.85 son los que se
presentaban en la mayoria de los extractos de cloruro de metileno. En funcién de esto,
se propone para estudios futuros, la caracterizacion de las estructuras quimicas de los
compuestos detectados.

De los estandares utilizados, en el extracto de B. grandifolia se detecto la
presencia 5’-desmetoxi-f-peltatina-A-metileter, compuesto previamente reportado
para hoja de B. simaruba con actividad antiinflamatoria (Noguera et al., 2006), por lo
tanto, la corteza de la especie representa un potencial en la busqueda de actividad

biologica.
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Tabla 4. Datos registrados mediante JustTLC versién 4.6.2, que determina los Rf’'s y la abundancia relativa (AR) de cada una de las cortezas. B1) B. aptera, B2) B.
glabrifolia, B3) B. grandifolia, B4) B. lancifolia, B5) B. linanoe, B6) B. longipes, B7) B. morelensis, B8) B. submoniliformis, B9) B. bicolor, B10) B.bipinnata, ME1)
acetilpodofilotoxina, ME2) 5’-desmetoxi-f-peltatina-A-metileter y ME3) burseranina.

Bl B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B10 ME1 ME2 ME3

Rf AR Rf AR Rf AR Rf AR Rf AR Rf AR Rf AR Rf AR Rf AR Rf AR Rf AR Rf AR Rf AR

0.14

X 9259 X 11605 X 14280

0.15

X 14134

1.16

X 16044

0.21

X 14245 X 15183

0.24

X 15778

0.25

X 10835 X 15040 X 10230

0.28

X 12988

0.29

X 11086

0.32

X 17612 X 25048

0.35

X 10974 X 12291

0.38

X 18321

0.42

X 22015

0.44

X 11718

0.48

X 14060

0.5

X 14280

0.53

X 16999

0.55

X 12567 X 19684 X 18321 X 13865 X 16036 X 13392 X 11840 X 16800

0.67

X 10974

0.62

X 10175

0.7

X 13199 X 25615

0.73

X 34965 X 12449 X 18786 X 14060 X 14910 X 18316

0.82

X 16800 X 22172

0.85

X 15280 X 15045 X 14972 X 15745 X 14137 X 10915

0.88

X 15281

0.9

X 18690 X 19280

25




En un estudio previo se analizaron extractos de diclorometano de cortezas en B.
graveolens, y de igual manera se detectaron triterpenos tetraciclicos como el acido -
elemoénico, el acido a-elemonico y el acido 3a-hidroxitirucala-7,24-dien-21-oico
(Robles et al., 2005).

Se han descrito monoterpenos y sesquiterpenos en corteza. En extractos de B.
morelensis se encontré en mayor abundancia §-felandreno (Carrera-Martinez et al.,
2014); en extractos de B. lunanii se detectaron principalmente a-pineno y a-terpineol
(Porter & Yee, 2010); y en B. hollickii se detectaron 63 compuestos, mayormente
monoterpenos (a-pineno, f-pineno, terpinoleno, a-terpinoleno) y sesquiterpenos (f-
cariofileno y a-humuleno) (Junor et al, 2008). Lo anterior sugiere caracterizar el tipo
de triterpenos en nuestras especies, asi como determinar la presencia de flavonoides,
debido a que en otros estudios se analizaron extractos metanoélicos y hexanicos de
corteza de la especie B. simaruba, con presencia de terpenos y flavonoides (Bah et al,
2014).

La presencia de triterpenos se puede observar en otras partes de las plantas
descritas en burseras. En resinas es donde mas ha mencionado la existencia de estos
metabolitos, principalmente lupano, ursano y oleanano (Gigliarelli et al, 2015). En
extractos hidroalcohdlicos de ramas de B. graveolens se revelaron triterpenos
esteroides (Manzano Santana et al., 2009). Igualmente, en extractos de diclometano,
metano y hexano de hojas y ramas de B. cuneata se presentaron triterpenos como f3-
sitosterol, @-amirina, &cido mordénico y acido ursélico (Figueroa-Suarez et al., 2019).

Otros estudios con extractos hexanicos y diclorometano-metanol (1:1) de B.
copallifera reportan efecto citotdxico en lineas celulares de adenocarcinoma de mama
(Columba-Palomares et al., 2015), por lo tanto, es importante considerar la obtencién
y el analisis de extactos hexanicos de las cortezas analizadas en el presente trabajo.

Ferndndez-Ruiz et al. (2018) reportan con aceites esenciales de corteza y hoja
de B. graveolens un efecto repelente contra el tenebrio Tribolium castaneum, de igual
manera, la obtencién de aceites esenciales de las especies analizadas en presente
trabajo cobra suma importancia.

Aunque la mayoria de los estudios son realizados principalmente en 6rganos

como las hojas y las ramas, son importantes los estudios biodirigidos en las cortezas
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de las especies del género Bursera, para ampliar la descripciéon de la quimica y la

actividad biolégica.

9 CONCLUSIONES

Todas las cortezas analizadas mostraron presencia de triterpenos con el
sistema de elucidon y revelado usado, con diferentes abundancias relativas
entre cada especie.

Ninguna de las especies mostré presencia de los estandares con el sistema de
dilucion no polar que se empled, a excepcion de B. grandifolia, que presento el
estandar 5’-desmetoxi-f-peltatina-A-metileter, aunque los estandares usados
en el trabajo estan descritos en corteza de B. fagaroides (Antinez-Mojica et al,
2018; Antunez-Mojica et al., 2016; Gutiérrez-Gutiérrez et al, 2017: Rojas-
Sepulveda et al., 2012).

La presencia de triterpenos no es exclusiva de la corteza en el género, sino que
ademas se ha descrito en hojas, ramas y resinas (Figueroa-Suarez et al., 2019;
Gigliarelli et al., 2015; Manzano Santana et al., 2009).

Se necesitan estudios posteriores con las mismas cortezas de las especies, que
caractericen el tipo de triterpenos encontrados, asi como su posible actividad

bioldgica.
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