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Resumen

En el marco del programa que tiene como objetivo la busqueda de nuevos compuestos medicinales provenientes
de plantas que crecen en Venezuela empleadas en la medicina tradicional, investigamos la actividad
antiinflamatoria de una fraccién y dos compuestos provenientes del extracto de hexano obtenido de las hojas
de sp. Bursera simaruba (L.) Sarg. (Indio desnudo), mediante el uso del método del edema de la pata
inducido por la carragenina. La administracion oral de la fraccién 1 (91-100), y los compuestos VIII 25-26
y VIII-29, inhibieron el edema de la pata inducido por la carragenina, con diferentes capacidades y curso
temporal, a lo largo de un periodo de siete horas. El efecto antiinflamatorio fue comparable con el obtenido
con el compuesto de referencia fenilbutazona (80 mg/kg, p.o.). En la fraccién I (91-100) se identificé la presencia
de la vitamina E y el compuesto VIII-29 se identific6 como la metil-3-peltatina A. La comparacién de la actividad
antiinflamatoria de la fraccién VIII-29 con el estandar correspondiente de metil-3-peltatina A, sugiere que este
compuesto podria constituir uno de los principios activos responsables de la actividad antiinflamatoria de
las hojas de Bursera simaruba (L.) Sarg. Nuestros hallazgos constituyen soporte farmacologico del uso de Bursera
simaruba (L.) Sarg. como antiinflamatorio en la practica etnomedicinal.
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Abstract

In the hunt for natural products with antiinflammatory properties and minimum side effects, targeting the discovery
of new non-steroidal antiinflammatory drugs in extracts in plants used in traditional medicine, which grow in
Venezuela, we investigated the antiinflammatory activity of one fraction and two compounds obtained from the leaf
hexane extract (HE) and sp. Bursera simaruba (L.) Sarg. (Indio desnudo) using carrageenan induced paw oedema
inflammation. Oral administration of 1 (91-100) fraction, and compounds VIII 25-26 and VIII 29, inhibited the
carrageenan-induced paw oedema with different capacity and time course, over a period of 7 h. The antiinflammatory
effect was comparable to that of the reference drug phenylbutazone (80 mg/kg, p.o.). Included in fraction I (91-100),
Vitamin E was identified as one of its components and compound VIII 29 was identified as a methyl-peltatin A. The
comparison of the antiinflammatory activity of VIII 29 fraction with the corresponding standard of methyl-peltatin A,
suggest that this compound could be one of the active principles involved in the antiinflammatory activity of Bursera
simaruba (L.) Sarg. leave. Our results contribute to the pharmacological support of the use of Bursera simaruba
(L.) Sarg. as antiinflammatory in the ethnomedicinal practice.
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Introduccion

Desde el principio de los tiempos, el hombre
y los animales tuvieron que distinguir entre las plan-
tas venenosas y las que no lo eran; asi se desarrollo
gradualmente el conocimiento de las drogas de ori-
gen natural, que fue transmitiéndose primero verbal-
mente y después de forma escrita en papiros, tablas
de barro cocido, pergaminos, tratados de plantas,
primero manuscritos y finalmente impresos, farma-
copeas y otros trabajos, y mas recientemente me-
diante sistemas digitalizados de informaciéon. Los
datos que existen del antiguo Egipto, China e India
muestran que el uso de plantas para fines medici-
nales figura en la historia mas primitiva (Trease y
col., 1991).

En la medicina tradicional se utilizan las plantas
para el tratamiento de diversas enfermedades, entre
ellas la inflamacién y el reumatismo, con resultados
positivos (Morton, 1981; Delascio, 1985). Aunque
el empleo de las drogas vegetales tiene una firme
tradiciéon y sus usos medicinales generalmente son
conocidos por los pueblos nativos, su uso en la te-
rapéutica debe ser comprobado. Se requiere de estu-
dios cientificos para determinar su eficacia y algunas
de las propiedades senaladas en forma popular, asi
como sus limitaciones, a fin de ampliar el campo
de las drogas vegetales. En la era moderna, la fito-
quimica y la farmacologia han permitido validar el
uso de las plantas en medicina.

El interés de los estudios en el campo de la infla-
macion, se encuentra reflejado en los problemas
indeseables que presentan actualmente los farma-
cos antiinflamatorios, muchos de los cuales provo-
can alteraciones de la mucosa gastrica e intestinal
que en una gran mayoria derivan en ulceras, las cua-
les en la actualidad afectan a un porcentaje relevante
de la poblacion mundial.

En la busqueda de nuevas sustancias con posi-
ble actividad antiinflamatoria y antiartritica, y como
parte de un estudio de plantas que crecen en nuestro
pais y son utilizadas con esta finalidad, se estudio
la Bursera simaruba (L.) Sarg. (Burseraceae; indio
desnudo, cucheme, mara), una especie originaria
de América tropical. El arbol es nativo de las areas
comprendidas desde la Florida central hasta las
Bahamas y las Antillas y desde el sur de México hasta
Colombia, Venezuela y la Guayana. Esta especie se
emplea en la medicina tradicional para el tratamiento
de enfermedades diversas, utilizando diferentes par-
tes de la planta (hojas y/o corteza) y diferentes tipos
de extractos. El uso popular por la poblacion vene-
zolana de esta planta incluye tratamientos de varias
enfermedades tales como ulceras y reumatismo; se

Revista Facultad de Farmacia. Vol. 69 « Nos. 1 y 2 » 2006

emplean también por su efecto cicatrizante. La in-
fusion del cocimiento de la madera se utiliza para
bajar de peso. El fruto y la flor se emplean como
antidiarreico y en las mordeduras de serpiente
(Garcia, 1975). La planta se ha empleado para el
tratamiento del resfriado, la disenteria, la diarrea
(Correa y col., 1990; Gupta 1995), la fiebre, como
antimicoético, purgante y sudorifica. La hoja se em-
plea en el tratamiento de la tosferina y el sarampion
(Caceres, 1996), como antiasmatico, acelerador del
parto, en las encias infectadas, las evacuaciones con
sangre, como diurético, antiinflamatorio y analgési-
co; externamente en forma de cataplasma como
un remedio herbario para golpes o hematomas. La
corteza se ha empleado como antipirético, y para
el tratamiento del dolor muscular, de tlceras, el hipo,
limpieza de heridas, la inflamacion de los ovarios,
la picadura de arana y el dolor muscular (Delascio,
1985; Morton, 1981). Se ha demostrado que el ex-
tracto de hexano de las hojas de la Bursera sima-
ruba presenta una alta actividad antiinflamatoria
ya que su administraciéon inhibe la inflamacién
inducida carragenina-adyuvante de Freund en ratas
(Abad y col., 1996) y el extracto de hexano y cloro-
formo de la corteza muestra un efecto inhibitorio
sobre el edema inducido por el aceite de Croton
en la oreja del ratén (Sosa y col., 2002).

En el presente estudio nos abocamos al estudio
del efecto antiinflamatorio de una fraccién y dos
compuestos aislados del extracto de hexano de las
hojas de la planta medicinal Bursera simaruba du-
rante la fase aguda de la inflamacién inducida por
la carragenina, comparandola con la droga de re-
ferencia antiinflamatoria no esteroidal, la fenil-
butazona.

Materiales y métodos
PLANTAS Y EXTRACTOS

Las hojas de la especie B. Simaruba fueron re-
colectadas en el Jardin Medicinal de la Facultad de
Farmacia (UCV) y en el Arboretum del Instituto de
Biologia Experimental (IBE), Colinas de Bello Monte,
UCV, Caracas, y en la Autopista Regional del Centro,
sector Paracotos, Km 40. Las muestras fueron iden-
tificadas por el doctor Stephen Tillet y se depositaron
muestras de referencia en el Herbario Victor Manuel
Ovalles de la Facultad de Farmacia, UCV, Caracas,
D.C. Los numeros de coleccion son los siguientes:
15876a, 15876b y 15876c¢c, respectivamente.

El material vegetal se secé al aire. Las hojas pul-
verizadas (1,66 Kg) fueron extraidas exhaustivamen-
te con hexano por maceracion en frio, hasta agotar
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el material vegetal. El solvente fue removido al vacio
hasta sequedad.

Metodologia

El fraccionamiento del extracto se llevé a cabo
por el método del prisma (Dallenbach-Toelke y col.,
1986). Para ello se realiz6 una cromatografia de
columna con gel de silice Merck 60 (Columna I;
0,063-0,200 nm) como adsorbente. La elusién de
la columna se efectud con la siguiente mezcla: (he-
xano:tolueno: diclorometano:acetato de etilo)
(42:25:20:13); se recolectaron cien fracciones. Se
analizaron las fracciones I (40-48) y I (91-100). La
actividad antiinflamatoria del extracto de hexano
original y de otras fracciones fue evaluada previa-
mente (Noguera y col., 2004).

En la fraccién I (91-100) del extracto de hexano
original, mediante cromatografia de gases y espec-
trometria de masas, se identificé la vitamina E como
uno de sus componentes.

La purificacién de los componentes de la frac-
cion I (40-48) fue realizada mediante cromatografia
de flash, empleando un aparato Eyela EF-10, con
una velocidad de flujo de 3-5 mL/min y una presion
maxima de 3 kg/cm?, provisto de un colector auto-
matico de fracciones modelo DC-40. Se utilizé gel
de silice Merck 60 (0,040-0,063 nm; Columna VIII).
Se recolectaron 90 fracciones de esta fraccion, se
aislaron los compuestos VIII 25-26 y VIII 29. Este
ultimo fue caracterizado mediante RMN'H y RMN!C.
El espectro de RMN!H se realizé en un espectrometro
Brucker 400 SY (200/50 MHz), utilizando CHCL,
solvente y TMS como referencia interna. Los valores
de desplazamiento quimico ( d ) se expresan en ppm
y los valores de las constantes de acoplamiento (J)
en Hz. El espectro de masas se realizdé en un croma-
tografo de gases/espectrometro de masas Hewlett-
Packard 5890 Serie II, con una energia de ionizacion
de 70eV. La cromatografia de capa fina se realiz6
utilizando laminas de poliéster prefabricadas Poly-
chrom de 0,25 mm de espesor, con recubrimiento
de gel de silice con indicador fluorescente UV,,,.
Para el revelado se utilizé una solucién de acido
fosfomolibdico al 10%, calentando a continuacién
a 110°C durante unos minutos.

Animales

En la determinacion de la actividad antiinfla-
matoria se utilizaron ratas machos Sprague-Dawley,
de un peso de 100-150g, provenientes del bioterio
del Instituto Nacional de Higiene. Los animales se
mantuvieron en grupos de 6, en condiciones con-
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troladas de luz y temperatura (luz desde la 6:00
hasta las 18:00), con libre acceso a alimentos y
agua antes del experimento. Los procedimientos
aplicados en estos experimentos fueron aprobados
por la Comision de Bioterio de la Facultad de Far-
macia de la UCV.

Actividad antiinflamatoria

La actividad antiinflamatoria para la fraccion 1
(91-100) y los compuestos aislados se evalué usando
la técnica de la carragenina (Mizushimay col., 1972;
Bhatt y col., 1977). Se administraron 100 ul de una
suspension de A-carragenina tipo IV al 1% en solu-
cion fisiologica en la aponeurosis plantar de la pata
trasera derecha de las ratas, en grupos de 6 para
cada muestra. Se produjo un edema y se utilizd
la inhibicion del mismo como método para el ensayo
de esta actividad biolégica. Los animales tuvieron
libre acceso a la comida y al agua después de la
inyeccion subplantar.

La fraccién, los compuestos aislados y el vehicu-
lo se administraron por via oral, una hora antes de
la inyeccion de carragenina. La fraccion I (91-100)
fue administrada a una dosis de 60 mg/kg. Las can-
tidades utilizadas de las sustancias ensayadas fueron
las siguientes: el compuesto VIII (25-26) a 32,2 mg/
kg. El compuesto VIII (29) a 10 mg/kg. Las sustancias
de referencia, metil-3-peltatina A a 20 mg/kg y metil-
B-peltatina B a 26,2 mg/kg. Se emple6 como droga
de referencia la fenilbutazona (FBZ) a 80 mg/kg.

El edema desarrollado fue medido por el méto-
do de desplazamiento de volumen, utilizando un
pletismémetro digital (Ugo Basile, modelo 7140,
Italia). Las mediciones se realizaron antes de y a
las 3, 5y 7 horas después de la inyeccién de carra-
denina. Para realizar la determinacion farmacolo-
gica de la actividad, los extractos y las drogas se
suspendieron en el siguiente vehiculo: Tween 80:
carboximetilcelulosa: agua (5,7:1:94,3 v/p/v) y se
administraron por via oral mediante una sonda
intragastrica.

Los resultados se expresaron como porcentaje
de inhibicion del edema, calculado mediante la for-
mula (1-Vt/Vc) x 100, donde Vt y Vc son la media
del volumen de la pata en los grupos tratados y
control, respectivamente. Las diferencias entre los
grupos control y tratado fueron analizados mediante
la prueba de t de Student no-pareada y el analisis
de varianza de una via (ANOVA). Un valor de p<0.05
fue considerado como significativo. La actividad
antiinflamatoria fue comparada con la producida por
la fenilbutazona (80 mg/kg).
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Resultados y discusion

Existe evidencia que demuestra la accion anti-
inflamatoria de los extractos de hexano de las hojas
de la Bursera simaruba en el edema de la pata
inducido por la carragenina (Abad y col., 1996), asi
como la accién topica de los extractos de hexano
y cloroformo de la corteza sobre el edema inducido
por el aceite de Crotdn en ratones (Sosa y col.,
2002). En el presente estudio nos abocamos a la
caracterizacion de una fraccion y dos compuestos
aislados de otra fraccion del extracto de hexano
de las hojas de esta especie medicinal, la Bursera
simaruba, durante la fase aguda de la inflamacién
inducida por la carragenina, empleando como re-
ferencia la droga antiinflamatoria no esteroidal, la
fenilbutazona.

La inyeccién intraplantar de carragenina produjo
edema en la pata de la rata, cuya primera fase se
encuentra acompanada de la liberacién concomitan-
te de histamina, serotonina y cininas, seguida de
una segunda fase asociada a un incremento de los
niveles de prostaglandinas, radicales libres, ciclooxi-
denasas inducibles e infiltracion y activacién local
de neutrofilos. La administracion oral del extracto
I (91-100) de las hojas de la Bursera simaruba re-
dujo significativamente y de manera tiempo-depen-
diente la respuesta inflamatoria inducida por la
carragenina, cuyo efecto hizo pico alas 5y 7 horas
(58,87 y 53,12%, respectivamente). Esta acciéon
antiinflamatoria fue comparable a la producida por
la fenilbutazona en los mismos periodos (40%).
El hecho que la fraccién evaluada produce un efecto
antinflamatorio al ser administrada por via oral,
sugiere que el o los compuestos activos no sufren
inactivacion metabdlica en su paso por el tracto
dgastrointestinal. Mediante el uso de espectrometria
de masas y cromatografia de gases se pudo iden-
tificar a la vitamina E como uno de los componentes
de la fraccion 1 (91-100), lo que sugiere un posible
papel de este compuesto en la accién biologica.

De la fraccién I (40-48) se aislaron los compues-
tos VIII 25-26 y VIII 29 (columna VIII). Este ultimo
fue purificado y caracterizado mediante NMR'H y
NMR!'3C como la metil-3-peltatina A (Moss, 2000; figu-
ras 2y 3). La evaluacion biologica de los compuestos
VIII 25-26 y VIII 29 muestra que los mismos presen-
tan una actividad antiinflamatoria significativa a las
3 horas (29,3 y 15,8%, respectivamente; p<0.05),
efecto que se reduce alas 7 horas (7,09y 11,34%,
respectivamente). Este efecto fue significativamente
menor al observado para el compuesto de referen-
cia, la fenilbutazona. La potencia relativa de la accién
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Efecto de la fenilbutazona (80 mg/kg) y la fraccién

Figura 1

(91-100) (60 mg/kg) del extracto de hexano de la hoja

Porcentaje de inhibicién

de la Bursera simaruba y de los compuestos
VIII 25-26 (32,2 mg/kg) y VIII 29 (10 mg/kg) sobre
el edema de la pata inducido por la carragenina
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Figura 2

Efecto de los estandares de la metil--peltatina A y B
sobre el edema de la pata inducido por la carragenina

Porcentaje de inhibicién

60+

604

404

304

20+

A (20 markg)
B (26.2 mg/kg)

T

3hr

5 hr

7 hr

31




NOGUERA, B.; Lopez-PEREZ, J.L.; SAN FELICIANO, A.; Diaz, E.; GARciA, M.V. E ISRAEL, A.

antiinflamatoria fue alas 5 horas: I (91-100)>FBZ>VIII
29>VIII 25-26.

Con el fin de evaluar el papel de la metil-3-pel-
tatina A en la accién antiinflamatoria del compuesto
VIII 29, se estudio el efecto de los estandares de
las metil-3-peltatina A y B. Nuestros hallazgos de-
muestran que la metil-3-peltatina A inhibe significa-
tivamente y de manera tiempo-dependiente el
edema plantar inducido por la carragenina, mientras
que la metil-3-peltatina B no ejercié ningin efecto.
Esto indica que la metil-3-peltatina A podria constituir
uno de los principios activos responsables de la ac-
cion antiinflamatoria de la fracciéon I (40-48). Es pro-
bable que la accion farmacoloégica diferencial entre
las dos peltatinas (A y B) se debe a la disposicion
espacial del grupo 3,4,5,-trimetoxifenilo. En efecto,
cuando la metil-3-peltatina A, una trans-lactona ri-
gida, es tratada con una base, ésta epimeriza facil-
mente en la posicion C-7’ al analogo cis-lactona mas
estable, la metil-3-peltatina B, la cual es mas flexible.
La verificacion de ello mediante los estudios corres-
pondientes de modelado molecular demuestran que
mientras que la metil-3-peltatina A presenta una
unica conformacion principal con el grupo trimeto-
xifenilo en disposicion axial, la metil-B-peltatina B
se presenta en cuatro conformaciones diferentes,
con una diferencia de energia estérica menor a 3
kd/mol (Figura 4). Esta pequena diferencia de energia
permite cambios de conformacién de baja energia.
Por lo tanto, la pérdida de la actividad
antiinflamatoria de la metil-3-peltatina B en relacion
a la metil-3-peltatina A se podria atribuir al incre-
mento de la flexibilidad y a los cambios conforma-
cionales sufridos por la molécula, lo cual impediria
a la metil-3-peltatina B la orientacion e interaccion
adecuada para la promocion de la accion biolégica
de este compuesto.

La accién antiinflamatoria del compuesto VIII
29 como una metil-3-peltatina A, se encuentra ava-
lada por los efectos similares reportados para otros
lignanos obtenidos de plantas medicinales. En
efecto, se ha demostrado que algunos lignanos
disminuyen la inflamacion y promueven el buen
funcionamiento del sistema inmune. Asi, los ligna-
nos provenientes de la semilla de la planta del lino
han sido empleados como potentes inhibidores del
factor activante de las plaquetas, un mediador de
la inflamacion (Clark y col., 1995). Aun mas, los
lignanos obtenidos de la raiz de una planta medi-
cinal coreana, Acanthopanax chilisanensis (Ara-
liaceae), inhiben la produccién de PGE(2) mediante
la inhibicion directa de la actividad de ciclooxige-
nasa (Ban y col., 2002). Igualmente, se ha demos-
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Estructura de la metil--peltatina A y B (Moss, 2000)
y las senales de RMN'H y RMN!3C
de la metil-$-peltatina A y B.

11
OMe

OMe
8'b(H) metil-b-peltatina A
8'a(H) metil-b-peltatina B

Metil-3-peltatina A. Mp. 74-75°. '"H NMR (CDCI5): 6.36 (2H, s,
H-2,H6);6.27 (1H, s, H-5);.5.90 (1H, d, J=1,0,H-10a); 5.91
(1H, d, J=1,3, H-10b); 4.57 (H 7’, d, J=4,0); 4,48 (1H, dd,
J=8.9; 6.0, H-9a); 4.07 (3H, s, H-11); 3,95 (1H, dd, J=10.3
; 8.5, H-9b); 3.82 (3H, s, H-11"); 3.76 (6H,s, H-10", H-12);
3.18(1H, dd, J=14.9 ; 3.5, H-7a); 2.6-2.7(2H, m, H-8, H-8);
2.45(1H, m, H-7b). '3C NMR (CDCI5): 120.9 (C-1); 131.6 (C-
2); 104.4 (C-3); 148.2 (C-4); 134.7 (C-5); 140.7 (C-6); 27 .4
(C-7); 32.3 (C-8); 72.3 (C-9); 100.9 (C-10); 59.3 (C-11);
136.1 (C-1"); 108.4 (C-2'); 152.4 (C-3'); 137.1 (C-4"); 152.5
(C-5%); 108.4 (C-6"); 43.8 (C-7'); 47.2 (C-8'); 174.9 (C-9);
56.3 (C-10); 60.7 (C-11"); 56,3 (C-12).

Metil-B-peltatina B. Se mezclaron 20 mg de metil-B-pelta-
tina A en 10 ml de 1% KOH en MeOH durante 30 minutos,
a temperatura ambiente. Después de la neutralizacion y
extracciéon con EtOAc, se obtuvo 18 mg (90%) de la metil-3-
peltatina B. Mp. 177-178°. 'H NMR (CDCly): 6.32 (3H, s, H-
3,H-2",H-6"); 5.91 (1H, d, J=1.5, H-10a); 5.88 (1H, d, J=1.5,
H-10b); 4.43 (1H, dd, J=9.2;7.0, H-9a); 4.34(1H, d, J=3.0, H-
7'); 3.99 (3H, s, H-11); 3.97(1H, dd, J=9.2;3.0, H-9b); 3.81
(3H, s, H-11"); 3.77 (BH, s, H-10",H-12"); 3.27(1H, dd,
J=9.3;3.0, H-8"); 2.98 (1H, m, H-8); 2.78 (1H, dd, J=16.0;
6.3, H-7a); 2.65 (1H, dd, J=16.0;5.8, H-7b). 1>C NMR (CDCl,):
120.7 (C-1); 132.0 (C-2); 104.8 (C-3); 148.5 (C-4); 136.0 (C-
5):141.5(C-6): 24.8(C-7): 33.0 (C-8): 73.6 (C-9): 101.4
(C-10):60.2(C-11);137.9(C-1°); 108.1 (C-2’);154.0 (C-
3'):139.0 (C-4"):154.0 (C-5’):108.1 (C-6°); 45.9 (C-7’):
46.8 (C-8’); 178.8 (C-9’): 56.8 (C-10°);: 61.6 (C-11°);
56.8 (C-12).

trado que el lignano furofurano diayangambina,
ejerce una accion inhibitoria en el edema, asociado
con la reduccion de infiltracion de leucocitos in vivo
y la reduccién de la generacién de PGE(2) in vitro
(De Leony col., 2002). Aunque sugestivos, nuestros
resultados no nos permiten establecer el mecanismo
de la accién antiinflamatoria de la metil-3-peltatina
A, por lo que se requiere de investigacion adicional
para su esclarecimiento.
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Figura 4
Principales conférmeros de la metil-3-peltatina A (A-1)
y la metil--peltatina B (B-1.4). La energia estérica
(Es) de cada conférmero se expresa en kJ/mol.
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Conclusiones

1. Los resultados obtenidos en el estudio de la ac-
tividad antiinflamatoria demuestran que la planta
B. simaruba (L.) Sarg. que crece en Venezuela,
puede utilizarse en procesos antiinflamatorios.

2. Elestudio fitoquimico realizado sobre el extracto
de hexano de las hojas de la Bursera simaruba
(L.) Sarg. permiti6 la identificaciéon de varias
sustancias reportadas en la literatura como anti-
inflamatorias, lo que permite validar el uso de
la Bursera simaruba (L.) Sarg. como antiinfla-
matoria en la medicina tradicional.

3. La actividad antiinflamatoria de la metil-p-pelta-
tina A, sugiere que este podria constituir uno
de los principios activos responsables de la ac-
tividad biologica.
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