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ABSTRACT: Bursera graveolens (Burseraceae), known in Colombia as “sasafras”, is useful
for its medicinal properties and is rich in secondary metabolites. In our research, we carried out
antimicrobial tests of several fractions and ethanolic extracts from aerial parts against Bacillus
subtilis and Staphylococcus aureus, that showed growth inhibitory activity when applied at 250
mg/mL for extracts and 150 mg/mL for fractions. We carried out an antiinflamatory assay also, that
showed 71% ofinhibition by extracts (81% of Indomethacin) and 70% of inhibition by fractions (78%
of Indomethacin). Phytochemical investigation of the bark of Bursera graveolens (Burseraceae)
yielded three tetracyclic triterpene acids that have oxygenation in C-3, carboxylic acid in C-21 and
unsaturation in C-24 and have been identified as 3-oxotirucalla-8,24-dien-21-oic acid (B-elemonic
acid), 3o-hydroxytirucalla-8,24-dien-21-oic acid (a-elemolic acid) and 3a-hydroxytirucalla-7,24-
dien-21-oic acid. The isolated compounds were identified using spectroscopic methods including
one and two-dimensional Nuclear Magnetic Resonance (COSY, HMQC, HMBC, NOESY)
experiments and comparison with published data. This is the first report of the isolated compounds
in Bursera graveolens and they have a very important chemotaxonomic significance within the
Burseraceae family and related families from the order Rutales.
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INTRODUCCION

Las plantas de la familia Burseraceas se
caracterizan por ser arboles o arbustos con sustancias
resinosas en casi todos los drganos, presentan canales
resiniferos y balsamiferos en el interior de la corteza
(Cuatrecasas J. 1957; Swart 1942).

Ocho géneros estan representados en América,
seisdeloscualessonendémicosy entre los que se encuentra
el género Bursera, que alberga cuatro especies entre ellas
Bursera graveolens que es conocida comiinmente como
carafo, sasafras o tatamaco (Cuatrecasas 1957).

B. graveolens se encuentra distribuida desde
Yucatan por Centroamérica hasta Colombia y Pert. La
resina producida por esta especie es usada en medicina
popular en el tratamiento de hernias, tronchaduras de los
pies y para extraer cuerpos extrafios de la piel (Garcia-
Barriga, 1992). Segiin Mendieta (1981) los extractos en
ron de hojas y cortezas son aplicados localmente para
lavar heridas y en forma oral son usados contra el asma,
la diarrea, calculos en el rifion (Bernal et al., 1990).

Segun Garcia-Barriga (1992), de esta especie se
han realizado algunos estudios fitoquimicos que reportan
la presencia de aceites esenciales ricos en monoterpenos y
sesquiterpenos, dcido elémico (C,.H,0,), 4cido resinico I
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antiinflamatory, antimicrobial, triterpenes,

y II. Bernal; Correa (1990) comenta también la obtencion
de un compuesto oleanico (4cido 2,3-secoolean-12-en-
2,3,28-tricarboxilico) y algunos de sus derivados ademas
de una lactona.

En este articulo nosotros describimos el
aislamiento y la identificacion de tres triterpenos
tetraciclicos derivados del esqueleto del tirucalano que se
caracterizan por tener una oxidacion en el C-3, un acido
carboxilico en el C-21 y una insaturacion en el C-24, y
que no han sido reportados con anterioridad para esta
especie. Ademas, la presencia de estos triterpenos del
tipo tirucalano, mostrando oxidacion en el C-21 tienen
una importancia quimiotaxonomica, debido a que son
los precursores de un grupo de compuestos modificados
a partir de ellos que se han aislado de las familias
relacionadas a las Burseraceae, mientras estos se han
aislados de esta familia (Waterman; Gray, 1987; Liang et
al., 1988).

Algunasevaluacionesdeactividadantimicrobiana
y antiinflamatoria tanto de los extractos etandlicos como
de algunas fracciones de hojas y cortezas de B. graveolens,
se realizaron basados en algunos reportes que indican
la presencia de triterpenos tetraciclicos responsables
de la actividad antimicrobiana mostrada por resinas de
especies del género Protium y Tetragastris (Gray et al.,
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1997). También, se han aislado triterpenos tetraciclicos
con marcada actividad antiinflamatoria de la resina
cruda de Commiphora mukul como son los compuestos
guggulteroles I y III (Chander et al., 1996).

MATERIAL Y METODOS

Los espectros de RMN fueron realizados en
un equipo Bruker AMX-400, utilizando como solvente
Cloroformo deuterado en la mayoria de los casos, algunas
veces se uso metanol, benceno o piridina deuterados para
ayudar a la solubilidad y mejorar la resolucion de la sefial.
Los espectros IR fueron realizados en pelicula seca en un
espectrofotometro Perkin-Elmer 781. Los espectros de
masas fueron realizados en un espectrometro de masas
JEOL JMS-AXS505HA de 70 eV.

El material vegetal (hojas y cortezas) de B.
graveolens fue colectado en el municipio de Agua de
Dios (Cundinamarca), a una altura de 400 m.s.n.m. y
a una temperatura aproximada de 27°C. La planta fue
identificada en el Herbario Nacional de Colombia y
quedo registrada bajo el No. Col. 443597.

La corteza fresca (2 Kg) se sometio a trituracion
y luego fue extraida por maceracion con etanol. El
extracto etandlico fue llevado a minimo volumen en un
rotaevaporador de presion reducida y fue fraccionado
liquido-liquido con éter de petroleo (14 g), diclorometano
(6 g) y acetato de etilo (2.5 g), quedando un residuo
etandlico.

Una parte (7 g) del extracto en éter de petrdleo
fue sometida a cromatografia en columna empacada con
silica gel 60 G (Merck) y eluida con mezclas de éter de
petrdleo-acetato de etilo de polaridad creciente. De la
fraccion 14 obtenidas en proporciones 8:2, precipitod el
compuesto (1), un sélido blanco amorfo que se lavo con
éter de petrdleo, con punto de fusion 122-124°C; [a]*’
+29.8° (¢ 0.0067, Me,CO) y que se identifico como acido
3-oxotirucala-8,24-dien-21-oico.

De la fraccion 30 eluida en proporciones 7:3 se
separ6 y purificé un sélido que cristalizé en forma de aguja
blancas con metanol, dando un punto de fusion de 210-

()R, R2=0
(2)Ri=H,R2=0H
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212°C; [a]*’, -20° (¢ 0.003, CHCL) y que se identifico
como acido 3a-hidroxitirucala-8,24-dien-21-oico (2).

El 4cido 3a-hidroxitirucala-7,24-dien-21-oico
(3) se purificd de la fraccion 38 eluida con proporcion
7:3 y precipité como un sélido blanco amorfo con CHCIL,,
que dio un punto de fusién de 205-207°C; [a]*, -14.9° (¢
0.0073, CHCL,).

Estos tres compuestos que han sido aislados de
otros géneros de la familia Burseraceae, se reportan por
primera vez para esta especie.

Para el ensayo antimicrobiano las cepas fueron
donadas por el Cepario de bacterias del Laboratorio de
Microbiologia de la Pontificia Universidad Javeriana y se
realizo por el método de perforacion en gel (Hostettmann,
1991).

RESULTADOS Y DISCUSION

Tanto de la fraccion en éter de petroleo como de
la de diclorometano de corteza de Bursera graveolens, se
aislaron por elucion en cromatografia en columna, tres
triterpenos tetraciclicos (ver parte experimental). Los
compuestos aislados fueron identificados como &cido
B-elemoénico (1) (Billet et al., 1971; Cotterrel et al.,
1970), acido a-elemolico (2) (Tessier et al., 1982; Billet
et al., 1971) y acido 3a-hidroxitirucala-7,24-dien-21-
oico (3) (Tessier et al., 1982). Estos compuestos fueron
identificados por el analisis de sus espectros y comparacion
de datos espectroscopicos y fisicos publicados.

El compuesto 1 (3-oxotirucala-8,24-dien-
21-oico 6 acido B-elemodnico) presentd en EIMS un
ion molecular a m/z 454 que se analizé para C, H,O,,
indicando 8 insaturaciones equivalentes, el espectro IR
mostré bandas intensas a 1724cm™ y 1704 cm™! para C=0
de cetona y acido. La funcion 3-oxo se evidencid de una
sefial a 6H 2.53 (ddd) del protén axial H-2 (Liang et al.,
1988), el cual se acopla con el H del C-1(6H 1.95/1.92,
8C 35.8). La sefial del carbono cuaternario de la funcion
3-oxo0 aparece a dC 218.1 en el espectro de 1*C.

El espectro de RMN'H muestra 7 grupo metilo,
un proton olefinico a 6H 5.09 (t, J=7.2, 14.1) que se
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acopla directamente con la sefial a 6C 123.8 del C-24 y en
el espectro COSY esta acoplado con los protones de dos
metilo a 8H 1.58 (s, H-26) y a 6H 1.68 (s, H-27); estos
metilos, son geminales y se unen al carbono cuaternario
olefinico C-25 como se aprecia en el espectro HMBC.
Este acoplamiento también se observd en los compuestos
2 y 3. En este mismo espectro se ve otro par de metilos
geminales a 0H 1.05 (s, H-29, 6C 21.3) y a 6H 1.09 (s,
H-28, 6C 26.8) que tienen acoplamiento mutuo a >/ con
el carbono de 8C 218.3 (C-3, C=0) y con el carbono de
dC 51.7 (C-5, CH), también acoplan a %J con el carbono
cuaternario de C-4. El C-5 muestra correlacion con los
protones metilo H-19 (6H 1.03), quienes a su vez se
correlacionan con C-1 (8C 35.8), C-10 (6C 37.3) y con
el carbono cuaternario olefinico C-9 (6C 132.9). El otro
lado olefinico, a 6C 134.6 (C-8) muestra acoplamiento
a 3J con los protones metilos de 6H 0.90 (H-30), los
cuales a su vez se acoplan con los carbonos metilénicos
C-13 (8C 49.9), C-14 (8C 44.1) y C-15 (8C 29.5). La
estereoquimica fue deducida a partir del experimento 'H-
"H NOESY donde se aprecia el efecto entre los protones
H-30 (6H 0.90) y H-17(6H 2.08); y entre los protones
H-18 (6H 0.82) y H-20 (6H 2.28).

El compuesto 2 (&cido 3a-hidroxitirucala-
8,24-dien-21-o0ico 6 Acido a-elemodlico) mostro un i6n
molecularam/z456 analizado paraC, H, O, dos unidades
mas que el compuesto 1. El espectro de IR muestra bandas
de absorcién a 3400 cm! para un grupo hidroxiloy a 1703
cm! para un C=0 de un acido. El espectro de RMN'H fue
muy similar al del compuesto 1, pero muestra un proton
carbinolico a 8H 3.33 (t, 0H-3, J=2.9 Hz) indicativo de
un grupo 3a-hidroxi (Cotterrell; Wriglesw, 1970; Tessier
et al., 1982). El espectro de RMN'3C fue muy similar al
del compuesto 1, pero el carbonilo fue reemplazado por
un carbono carbinolico que aparece a 6C 76.1 asignado
al C-3. En el HMBC los protones metilos geminales de
H-28 (6H 0.99) y H-29 (6H 0.79) se correlacionan ambos
con el C-3 (8C 76.1) y todas las demas correlaciones
corresponden con la estructura propuesta (Tessier et al.,
1982).

El compuesto 3 (&cido 3a-hidroxitirucala-
7,24-dien-21-0oico) muestra un i6n molecular de 456
m/z analizado para la formula C,; H,O,, igual que el
compuesto 2, sin embargo el espectro de RMN'H muestra
sefales para dos protones olefinicos, uno a 6H 5.25 (t,
J=7.2, 14.7) asignado para el H-24 y otro a 6H 5.31 (d,
J=3.2) asignado al H-7, el cual tiene correlacion directa
con 6C 119.1 que no aparece en el compuesto 2. Ademas,
muestra sefiales para tres protones alifaticos a 6H 2.22
(m, H-17), a 8H 2.44 (dt, /=3.3, 11.0, H-20) y a 6H 2.48
(H-9) que con el carbono de 3C 49.3 tiene correlacion
directa.

El espectro de RMN"C muestra siete carbonos
cuaternarios (uno menos que el compuesto 2) y siete
carbonos terciarios (dos mas que el compuesto 2). La
sefal de carbono para un metino olefinico a 6C 119.1 (C-
7) y un metino alifatico a 6C 49.3 (C-9) permiten suponer

la presencia de un doble enlace entre C-7 y C-8 como lo
propuso Tessier et al. (1982).

El aislamiento de varios triterpenos del tipo
tirucalano, mostrando oxidacién en el C-21, es una
evidencia quimiotaxonomica significativa en favor del
vinculo existente entre las Burseraceas y sus parientes
cercanos, las Meliaceas, Rutaceas y Simaroubaceas del
orden Rutales, que presentan compuestos del tipo del
Flindisol en los cuales la oxidacion del C-21 se une con
una oxidacion del C-23 y al ciclarse produce un anillo de
furano, originando pérdida de 4 carbonos y la formacion
del grupo de los tetranotriterpenos (limonoides y
quasinoides), mientras que en especies de Burseraceas se
han aislado triterpenos tetraciclicos derivados del Eufano
o Tirucalano como (como los compuestos 1, 2y 3) y
algunos triterpenos pentaciclicos derivados del Oleanano
y Ursano (Khalid et al., 1983; Waterman; Gray, 1987).

El extracto etandlico y fracciones de Bursera
graveolens presentaron efecto inhibitorio frente S. aureus
y B. subtilis. La fraccion en Acetato de etilo de cortezas de
B. graveolens mostré mayor actividad frente a S. aureus a
una concentracion de 150 mg/mL. La CMI para el extracto
etanodlico de hojas frente a S. aureus fue de 160 mg/mL,
mientras que para el de corteza fue de 190 mg/mL. La
CMI del extracto etanolicos de hojas fue de 170 mg/mL
y la de corteza de 180 mg/mL contra el B. subtilis. Las
CMI de las diferentes fracciones fueron de 50 mg/mL. A
las concentraciones mencionadas los halos de inhibicion
presentados por extractos y fracciones fueron similares
en diametro a los presentados por el control positivo que
en este caso fue la gentamicina.

Esta accion antimicrobiana parece que se
debe a la presencia de compuestos del tipo triterpenos
tetraciclicos como los aislados en este estudio, cuya
estructura es similar a la del conocido antibidtico acido
fusidico, el cual tiene un nticleo esteroidal y un acido
carboxilico en el C-21 de la cadena lateral, igual a los
compuestos aislados 1,2 y 3.

La actividad antiinflamatoria de los extractos
etanolicos de B. graveolens se evidencié porque el
extracto etanolico de corteza a 300 mg/Kg de peso,
dio un 71.66 % de inhibicion; mientras, que el extracto
etanolico de hojas mostrdé un 62.0% de inhibicién a la
misma concentracion. Por su parte, la fraccion en éter de
petroleo de hojas a 100 mg/Kg de peso dio un 60.77 %
y la fraccion de diclorometano en igual concentracion
dio un 50.48% de inhibicion. La fraccion con mayor
actividad inhibitoria fue la de éter de petrdleo de
corteza a 100 mg/Kg de peso, que mostrdé un 70.02%
de inhibicion al compararse con el antiinflamatorio
comercial indometacina (5 mg/Kg) por el método del
edema plantar inducida con carragenina (Cuellar et
al., 1997). La actividad se le atribuye a la presencia de
acidos triterpénicos presentes en esta fraccion y que
fueron aislados de este estudio. Triterpenos tetraciclicos
aislados de Burseraceas (Commiphora mukul) parecidos
estructuralmente a los aqui obtenidos y conocidos como
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guggulteroles 1 y III tienen una significativa actividad
antiinflamatoria (Chander et al., 1996), igualmente
presentan actividad antiinflamatoria compuestos como
acido  3B,16a-dihidroxilanosta-7,9(11)24-trien-21-oico
aislados de Poria cocos (Cuellar et al., 1997).
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