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RESUMEN

Los propdleos son un matarial resinoso que las abejas recolectan de
brotes y exudados de ciartos arboles y plantas. La composicion quimica de los
propéleos es muy compleja, debido a que depende de la vegetacion y del area
de recoleccion, ast como de las condiciones climaticas del lugar y de la época
del ano.

l.os estudios realizados sobre la composicitn quimica de propéleos, se
han enfocado principalmente a los colectados en regiones templadas
{Inglaterra, parte nore del continente europeo, E.U., Canada, entre otros), asi
como &n la busqueda de compuestos con actividad antiproliferativa, Otra region,
relativamente poco estudiada es la tropical, donde los propoleos se caracterizan
por poseer compuestos diferentes a los encontrados en los propbleos de zonas
templadas. De estos propodleos, también se han aislade compuestos con
actividad antiproliferativa. Migntras que, los propodleos de regiones aridas y
semiaridas, se han esludiado escasamenta. La imporlancia de los propdleos, se
debe a que contienen una gran cantidad de compuesios con actividades
bioldgicas importantes. En este trabajo, se repora un estudio sobre la
composicion quimica de propdleos coleclados en la regidon de Ures, Sonora.
Dicha regidn se caracteriza por encontrarse en una zona semiarida, con un

clima seco y con temperaturas altas en el verano e inviernos frios lluviosos. La

il



vegelacion en eslas Arzas generalmente son matorrales, arbusios, arboles de
hoja perenne, y higbas eslacionales, Los exdraclos de los  propdleos
colectados, se fraccionaron mediante extracciones con solventes de indices de
polaridad diferentes, tas fracciones se purificaron a traves de cromatografia en
columna utitizando sllica gel como fase estacionaria y como {ase mavil una
mezcia de hexano/acetato de etilo. La purificacion de los compuestos se guid
mediante el ensayo de la inhibicidn del crecimiento de ceélulas tumorales
(actividad antiproliferativa). Se logrd aislar tres compuestos ya conocidos
con imporante aclividad antiproliferativa, al cual le nombramos Uresin, Las
astructuras de los compuestos 1, 2, v 3. fueron elucidadas mediante
espectroscopla de resonancia magnética nuclear, infrarrojo, espectrometria de
masas, elc. Sin embargo, no fue posible determinar la estructura del compuesto
Uresin, debido a gue 1a cantidad de muestra que se logrd aislar no fue suficiente
para s caracterizacion. Asimismo, s& reporta la actividad antiproliferativa de los
propoélecs colectados y de los compuestos aislados.

Los presentes resullados, son el primer informe donde se muestra que
los propdleos sonorenses provenientes de la region de Ures, Son., poseen
actividad — antiproliferativa  Importante,  Asi como  la  identificacién  de
Pinocembrina, 3-O-Ac-pinobanksina, y Crisina en estos propoleos, confirman
que su principal fuente botanica es ¢l alamo. Adicionalmente, esie trabajo
mostro que ¢l ensayo de actividad antiprolferativa utilizando la linea celular

Vil



transformada M12. A", es una herramignta Ol para evaluar esta bioactividad en
propoieos. Finalmente, la metodologla y la estrategia de purificacion descrita en
esta investigacion, podran ser utilizados para el analisis de mas muestras de
propélecs provenientes de diferentes regiones del Estado de Sonora, en [a

husqueda de nuevos compuesios con actividad antiproliferativa,



1, INTRODUCCION

1.1 Tipos de Propoleos

Los propdleos  son un material resinoso que as abejas recolectan de
hrotes y exudados de cierlos arboles y plantas. Las abejas los utilizan mezclado
con cera y miel para cubrir orificios en las paredes internas de la colmena,
mantener un medio ambiente estérll y disminuir el diametro de la piquera.’ La
composicion guimica de los propdleos es muy compleja, debido a que depende
de la vegetacion y del area de recoleccion asl como de las condiciones
climaticas del lugar y de la temporada (primavera, verang, otoio, € invierno).”

Los propoleos colectados en Europa, Nore de América, y Narte de Asia,
se han denominado como propdlecs de zonas templadas. Estos propodleos,
generalmente tienen su origen en los dlamos y sus hibridos, asi como en los
abedules.” Investigaciones sobre fa composicidn quimica de muestras
provenientes de alamos han mostrado un allo contenido de algunos
flavonoldes, p. & pinocembrina, pinobanksina crising, galangina, asl como
cafeatos (bencificos, fenetllicos, prenilicos, elc.). Mientras gue en el caso de
propoleos provenientes del abedul, se han encordrado a los siguientes
flavonoides: acagcetin, aplgenin, emmanin, ramnocilrin', etc, {Figura 1).

Estudios realizados en propéleos colectados en Inglaterra e Irlanda,

mostraron una composicion muy similar a la observada én el contingnte



esuropeo. Adicionalments, se ha reportado gue el éster fanelilico det acido

caféico (CAPE), se encuentra en cantidades significativas en dichos propoleos
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Figura 1. Compuestos aislados de propoleos de alamos y abedules.

Grunberger y Col.> en 1988, reportaron a CAPE como un compuesto con
propiedades inmunomodulatorias, antiinflamatorias, antivirales, asi como de un
inhibidor de crecimiento de células transformadas. Banskota y col.' también
reportaron la presencia de CAPE y de dos nuevos derivados del glicerol (2-
acetil-1,3-dicoumaroilglicerol  y  2-acetil-1-coumaroil-3-feruloilgliceral),  en
propoleos colectados en el noroeste de Holanda, (Figura 2). Velikova y col.” han

b



reportado  tambidn  la presencia de CAPE vy de algunos flavonaides
caracleristicos de zonas lempladas en propdleos coleclados en fas regiones de
lzmir y Bursa en Turquia, como lambién en la region de Burgas en Bulgaria,
Resullados similares fueron encontrados por Bankova y col.” cuando estudiaron
la composicion quimica de propdleos colectados en lalia y Suiza, donde

fambien la principal fuenie vegetal son los alamos,
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Figura 2. Compuesios aislados de propdleas de regiones templadas,



En el caso de los proptleos de origen Chino, se ha reportado que eslos
propoleos, también presentan el palrdn caracleristico de los europeos.
Adicionalmente, se han  alslado dos nuevos  flavanoides  (3-0-[(8)-2-
metilbutiroillpinobanksina y B-cinamilcrising)’, Figura 2,

Las zonas tropicales se caraclerizan por poseer una aita biodiversidad
botanica. Particularmente en la parte central de Africa, América del Sur (Brasil,
Venezuela, Uruguay, entre ofros), México, Cuba, ete. Estas regionss se
caracterizan por la ausencia de alamos y abedules, ya que astos arboles no son
especies nativas, por lo gue las abejas tienen que buscar otras fuentes de
exudados vy resinas para la elaboracion de propoleos, La abundancia de
especies vegetales en las zonas fropicales sugiere, que estas regiones son una
fuente importante para la obtencion de propéleos con compuestos guimicos
nuevos. Tomas-Barberan y col® reportaron que los propdlecs colectados en
distintos lugares de Venezuela, provienen de las especies de Clusia minory G,
major.

Asi mismo, Popova y col.” informaron el aislamiento de dos diterpenos
glicosidos (ent-B(17)-labdan-15-O-u-L-ramnosido y ent-8(17 tabdan-15.0-(3"-0-
aceli)-n-L-ramnosido) de propoleos colectados de regiones de I Salvador,
Mientras que Bankova y col,'® encontraron al flavonoide kaemferid y un nuevo
lignanabenzofurano en propdleos colectados en la region de Parana en Brasil,

sin lograr establecer su fuente botanica,



Banskota y col.'' ha reportado que las especies de Baccharis spp. y
Araucarfa helerophylla, también son fuente de propoleos, en las regiones
tropicalss adicionalmente ha dado cuenta de la presencia de un NUEVO Cromano
preniiado.

En investigaciones sobre la  composicion quimica de propoleos
colectados en Chile en la region de Pichilemu, se encontrd |a presencia de tres
nuevos lignanos derivados del alcohol coniferilo. La flora dominame de esta
region son plantas de las familias Asleraceas, Anacardiaceae, Rosaceas,
Rhmamnaceae, Monimiaceae y Lauracea.' Mientras que Cuesta-Rubio y ool
encontraron una benzofenona polilsoprenitada en propolees colectados al note
de Camagley, Cuba, regiéon donde dominan las especies de Clusia minor y
Clugia rosea. Algunas de las estrucluras de los compuestos encontrados en
propdleos de zonas tropicales, se muestran en la Figura 3.

Las regiones aridas y semiaridas se caracterizan por tener un clima con
lemperaturas altas, veranos secos, Inviermos frios y con lluvia, La vegetacion
predominante en estas areas generalmente son matorrales, arbustos, drboles o
plantes de hoja perenng y hisrbas estacionales. Los propdlecs de estas
regiones se han estudiado escasamente, Wollanweber y Buchmann'® vealizaron
un estudio de propdleos colectados en los alrededores de Tucson, Az, e
informan gue las principales fuentes de propdleo son las especies de Ambrosia
deltoidea y Encelia farinosa, Adicionalmente, comunicaron la présencia de

algunos  flavoneides  caracteristicos (8,7 4'Aribidroxi-6, 8-dimeloxillavona  y



santomicrol (5,4 dihidroxi-8,7 8-trimetoxiffavona),  asl  como  algunos

benzofuranos aislados de los exudados de estas especies v de los propoleos,

Figura 4.
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Figura 3. Compuestos aislados de propbleos de zonas tropicales.
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Los resultados obtenidos por Wollenweber y Buchmann', mostraron que
los propoleos de estas reglones, tienen su origen en especies vegetales
diterentes a las fuentes vegatales de los propdleos colectados en regiones

templadas y tropicales.
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Figura 4. Compuestos aislados de propdleos de zonas dridas v semiaridas.

1.2 Cancer

Bl cancer es un término amplio que cubre una pletora de condiciones
caracterizadas por un descontrolado y desprogramade mecanismo  de
proliferacion celular. Actualmente es una de las causas mas comunes de
muerte en el mundo, '®

La proliferacion celular es un proceso altamente controlado, permitiendo
gue las células profiferen, aumeantando su contenido de moléculas v organélos,
duplicando sus cromosomas, para posteriormente dividirse en dos células

genéticamente iguales,



Generalmente las celulas se dividen con una periodicidad dptima para el
correclo mantenimiento y funcionamiento del organismao. £l ciclo celuar normal
posee una gran diversidad de puntos de control, gue permiten que el ciclo
celular ocurra de manera adecuada, Eslos puntos de control, sirven de freno
durante el ciclo, asegurando que una fase no se inicie anles de que la anterior
haya finalizado, y permiten el control del ciclo a través de sefales externas,

Existen muchas células difgrenciadas en el organismo que solo sintetizan
las proleinas que requieren para mantener su actividad, sin crecer ni dividirse a
pesar de que las condiciones exiernas sean favorables. Por otra parte, si las
células crecieran en lamano o masa, mas rapido o mas despacio de lo que se
dividen se harian cada vez mas grandes o méas pequefas respeclivamente,
cuando en realidad las células mantienen su forma y tamafo duranie
generaciones, Todo ello indica gue existe un control fine y preciso del
metabolismo celular para adecuar crecimiento a division. Las ceélulas poseen
una determinada capacidad infrinseca de proliferacion, por o que
individualmente se divide {aproximadamente 50 divisiones) hasta que llegan a
un grade de diferenciacion en la gue han adquirido las caracieristicas optimas
para desamollar una funcion, Durante la fase final, las celulas entran en un
proceso de degeneracion, lamado crisis, gue conduce a la senescencia o
envejecimiento y posteriormente a la muerle, La muerte celular, también puede
originarse a partir de la activacion de mecanismos aspeclliicos, este proceso es

denominado comn apoptosis o muerte celular programada, y fora pare de los



procesos normmales &n o seres vivos, De acuerdo a este marco de referencia,
en casi todos s lpos de cancer se presenta una desprogramacion y descontrol
del mecanismo de proliferacion celular, asi como una supresion del o los
mecansmos normales que conducen a la muerte celular, o gue lleva a un
refuerzo para la progresion neoplasica. El desafio entonces para la comunidad
de investigadores es identificar y entender la anatomia molecular de los ejes
centrales gue conducen a la progresion del tumor y al desarrollo de terapias gue
alaguen directamente a esos punto de convergencia,'®

Actualmente se realizan inmensos  esfuerzos  para  mejorar  {os
tratamientos, asl como para encontrar curas para enfermedades de cancer,
Adiclonalmente, la industria farmaceutica se encuentra bajo una incrementiada
presion para la busqueda yfo descubrimienio de nuavos farmacos que permitan
un eficiente v mas rapido tratamiento para este tipo de enfermedades.'’
Recientemente, se ha observado en la literatura un gran auge por la busqueda
de compuestos con actividad antiproliferativa contra  lineas  celulares
transformadas en los propoleos ® De acuerdo con una encuesta realizada por @
institulo Nacional del Cancer en EUA., 61% de las B77 nuevas especies
quimicas de bajo peso molecular lanzadas como drogas en el mundo durante el
periodo 1881.2002 fueron de origen natural o esluvieron inspiradas en
productos naturales.'® En el caso de los compuestos terapéuticos, 74% de

astos fuaton anlicarcinogenicos.



2. ANTECEDENTES

2.1 Actividad Antiproliferativa de Propoleos

Algunas de las propiedades bioldgicas como bactericida'™ y antifingica™
obgervadas en el propdlen, han quedado bien establecidas, También se han

2 Tiendo en cuenta

observado olras actividades como antioxidante®' v antiviral,
&l hecho de que algunos productos para el consumo humano gque conlienen
propoleos como bebidas y alimentos han ido ganando popularidad en el mundo,
debido a que se les ha atribuido que dichos productos mejoran la salud y a que
previenen enfermedades como por ejemplo; enfermedades del corazdon,
diabeles, & incluso algunos tipos de cancer, actualmente se les ha denominado
como alimentos y bebidas saludables. Adicionalmente, la industria farmacéutica
se encuenira bajo upa incrementada presidén para la busqueda de nuevos
farmacos que permitan un rapido y eficiente tratamiento contra el cancer,'” lo
que ha conducido a la indagacion de los principios activos y a la pesguisa de
compuestos con propiedades antiproliferativas en los propolecs. '’

De los compuestos aislados de los propdlecs con  actividad
antiproliferativa mas estudiado es CAPE, el cual ha mostrado ser un polente y
especifica inhibidor del factor de activacion de ranscripcion nuclear NF-kB,
(este factor tiene urt papel central sobre el control de la expresion de varias

citocinas inflamatorias, asi como del complajo principal de histocompatibilidad y

Lt



sobre moltculas de adbesion involucradas en metastasis tumoral), potente
antimitogénico  anticarcindgeno,  antiinflamatorio, vy tiene  propiedades
inmunomodulatorias.™  Estos hechos han mostrado a CAPE como  un
componente aclivo de los propoleos.

l.a continua busgqueda de compuesios con aclividad antiproliferativa en
propolecs producidos en Holanda,™ llevoe al aislamiento de algunos compuestos
ya conocidos (crisina, galangina-7-metil-éter, pinobanksing, pinobanksina-5-
metit-éler, ac. cinamico, dc. fertlico, ac, isoferdlico, CAPE, cinamilcafeato, efe.),
asi como a dos nuevos derivados del glicerp! (Z-acetil-1 3-dicoumarailglicerol y
2-aceti-1-cournaroil-feruloilgliceral). La evaluacidn sistemalica de la aclividad
antiproliferativa de estos compuestos mostré que [os responsables mds
potentes de dicha actividad son CAPE y el cinamilcafealo contra lineas
cefulares HT-1080 (fibrosarcoma humano), B1G-BLAS (melanoma) y 26-L5
{carcinoma de colon de raton), mientras que &l flavanonol pinobanksina mostrd
una débil actividad antiproliferativa contra las lineas celulares anteriorments
mencionadas.

Otros compuestos con actividad antiprotiferativa aislados de propdleos de
arigen brasilefo™ son el cromano prenilado (acido-3-hidroxi-2, 2-dimetit-8-
prenilcromano-G-propancice) y el flavanol (3,5.7-rihidroxi-4-metoxiflavanol), los
cuales mostraron actividad contra las lineas celulares HT-1080 y 26-1.5

248 &

También, se togro aislar dos derlvados benzofuranicos.™ Por otra parte, Hirota

y col.*" aislaron un nuevo derivado benzopivano (acido (2)-2,2-dimetit-8-(3-metil-

R



2-butenil)-benzopiran-G-propencico), de propoleos brasilefos, el cual mostrd
actividad antiproliferativa contra la linea celular HLC-2, Mientras que, Usia y
col’® observaron que los propoleos de origen chino poseen polentes
aclividades antiproliferativas. La purificacion y caracterizacion de los principios
aclivos, permitid el aislamiento de dos nuevos flavonoides (3-O-(5)-2-
metilbutiroilpinobanksina y 8-cinamilerisina), los cuales mostraron déhil actividad
antiproliferativa, mientras que CAPE vy algunos cafeatos presentaron la mayor
actividad antiproliferativa,

Recientemenle, un estudio de la composicidn quimica de propolecs
originarios  de Taiwan, documentd el aislamiento de dos  nuevos
prenilflavanonas (propolin A y propolin B), las cuales mostraron imporante
actividad antiproliferativa contra lineas celulares de melanoma, ghoma C6, y
M1.60.%

l.a bisgueda de nuevos farmacos en los propoleos, gue puedan ser
usados como terapla contra la proliferacion de célutas transformadas es de
suma impottancia ya gue permitiria un eficiente y mas rapido tratamiento para
aste tipo de enfermedades. Adicionalmente daria paso al desamrollo de la
produccion de propéleos en la region, conduciendo a la diversificacion de la
aclividad aplcola en el estado de Sonora,

Fn o fa actualidad es importante la caraclerizacion de los propoieos

mexicanos ya que esta informacion es incipiente o nula.



El propdsito de este trabajo es preseptar el aistamiento, purificacion,
caracterizacion y evaluacidn antiproliferativa de los principales componentes de
los propolecs nativos de la zona denominada "El Coyote” adyacente a Ures, én

al Fstado de Sonora,



3. OBJETIVOS

Para llevar a cabo la presente investigacion, se plantearon tos siguientes

nbjetivos,

3.1 Qbjetivo General

Estudiar la composicion quimica de los propolecs sonorenses asi como

aislar y caracterizar al o los compuestos que poseen aclividad anliprofiferativa

en lineas celulares transformadas,

3.2 Objetivos Especificos

Gbencion de propoleos de la region de Ures, Sonora.

Aislar vy purificar a los compuestos que presenten  actividad
antiproliferativa

Caracterizar a los compuestos que presenten aclividad antiproliferativa
mediante RMN de 'H, "*C, IR y espectromelria de masas,

Evaluar la aclividad antlproliferativa de los propdleos contra Ia linea

celular transformada, M12. A* (Linfoma de ratén)



4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Malterial Bioldagico

L.os propdlens se colectaron durante los meses de noviembre de 2001 a
junio de 2002 de 10 colmenas proporcionadas por ¢l Sr. Giberto Valenzuela de
San Pedro de Ures, Sonora. Las colmenas se colosaron en la regidn conocida
como "Bl Coyote” (29° 27" LN; 110" 22" LW, y una altitud de 413 m sobre el nivel
medio del man),

Durante los meses de noviembre a enern se colocd en la parle supernor
de la colmena un bastidor de madara de 69 X 37 cm, el cual contenia una
cubierta de malla de polietileno con oificios de 1 mm?® [ bastidor con
propoleos se enfrio con nitrdégeno liquido, tratamiento que facilitd @l manejo de
los propdleos,

Una vez obtenida la muestra, se coloco en un envase de polietilieno vy se
almaceno a -20°C hasta su uso. El peso de la muestra fue de 108.52 g, la cual
se dividid en dos panes: 8.52 ¢ se guardaron en reserva y los 100 g restanies
s@¢ usaron en la oblencidn de los extractos, Las especies de la flora
predominante en esta region son: brea, (Carcidium sonorae), estafiate,
(Arfemnisa  mexicana willd), mezquite, (Frosopis spp), ocotitlo, (Fouquieria
macdugall), sangrengado, (Jetropha cardiophylta), palofierro, (Oheya tesota),
palo dulce (Eysenhardiia polystachya), salicieso, (Lycium andersonti), ufia de

galo, (Mimosa faxifiora), y vinorama, (Acacia constricta) ™%



4.2 Extracto Metanalico (EM)

100 g de propdlen previamente enfrisdos a —20°C (por 20 min), se
molieron en un morerg hasta obtener un polvo, Lo propoleos en polvo se
colocaron en un matraz bola y se le adiciond 300 mL de MeOH grado reactivo,
la mezcla se agitd por 24 b, Después de esle tliempo se fillrd sobre tela de
algoddn, con la finalidad de eliminar sdlidos tales como restos de madera, tallos
etedtera y sobre papel para aliminar particulas como tierra y polen. El fitrado se
concentrd en un evaporador rotatorio bajo presion reducida a una lemperatura
aproximada de 40°C, Posteriormente, se seed al alto vacio (1x10™ mmHg),
obteniendo 47.6 g de los propolans como un solido de color cafe verdoso, &

extracte se almacend a ~40°C al abrigo de la luz,

4.3 Particion del Extracto Metandlico (EM)

46.6 g del extracto metandlico (EM) se tratd con 150 ml de hexano (Hex)
por tres veces y se agilo por 24 h, La pare soluble se filtrd sobre papel, y se
concentrd en un evaporador rofatorio, bajo las mismas condiciones descrites
anteriormente, obleniendo un sdlido amarillo de 6.12 g, ¢l cual se etiqueld como
extracto hexdnico (EH). La parte insoluble en hexano, posteriormenie se trato
con &ter elllico, bajo la misma metodologia descrita anteriormente o que
permitid obtener 24.71 g de extracto etéreo (EE) Este procedimiento fue
repelido con diferentes solventes (cloroformo, acetato de etilo, acelona vy

1y



matanal) permitiendo obleper Jos siguientes extraclos: extraclo cloroformico;

(EC) 4.74 1, extraclo acetato de etilo (EAE) 0.83 g, extracto acetona; (EA) 0.78

mantuvieron al abrigo de {a luz,

4.4 Actividad Antiproliferativa (AAP)

La evatuacidn de la Actividad Antiproliferativa se realizo en colaboracion
conh el Laboratorio de Inmunologla del Dr. Carlos Arturo Velazguez Contreras,
del Departamento de Ciencias Quimice Biologicas, de Ja Universidad de
Sonora, Unidad Centro.

Se ulilizd la linea celutar M12.A% (linfoblasto de raton) la cual fue
mantenida en medio de cultivo DMEM suplementado con suern fetal bovino al
5%, a una temperatura de 37°C, bajo atmdsfera de COy al 5%,

La proliferacién celular de la linea M12.A" se realizo incubando 250 yl.
de una suspension celutar (50,000 cel/mL) en una placa de cultivo de 48 pozos,
en presencia de 250 pl de una solucidon conteniende los extractos a estudiar,
éstos fueron disuelos en Melanol y dimetilsulfoxido. Al cultive control se le
adiciond el maximo de volumen de disolvente utilizado sin muestra. &l cultivo se
incubo durante 72 horas a 37°C baje atmdsfera de CO; al 5%, La inhibicion det
crecimiento celular (actividad antiproliferativa) se evalud cada 24 h. La viabilidad

de tas células so determind mediante el uso del colorante vitad Azul de Tripano
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(0.4 %), Las céluas muerlas que presentaban la membrana plasmética dafada,

incorporaron @l colorante, Mientras gue las células viables no lo hicieron.

4.5 Puridicacion

4.5,1 Cromatografia en Columna

La purificacidn de los diferentes extractos se realizd mediante
cromatografia ulilizando una columna de vidrio de 65 x 3 cm, y como fase
estacionaria silica gel 60 con tamarto de particula de 0.040-0,063 mm (26 cm), y
como fase moévil una mezela de hexano/acetaln de elilo (Mex/Ackt) 90:10 asi
como diferentes proporciones de la misma mezcta (98:2, 856:56, 90:10; 8515,
80:20, 70:30).

Las fracciones fueron colecladas en viales de 80 ml., la purificacion se
monitored mediante cromatografta en capa fina (CCF) wtilzando cromatofolios
de sllica gel 80 (0.20 mm) F-sa de 1 x 5 ooy, los cuales se revelaron mediante
sl expbsicion a vapores de I, soluclén de acido sulfirico al 10% y se

observaron con una lampara de UV a 254 y 365 nm.

4.6 ldentificacion de Compuestos Alslados

l.a caracterizacion de los compuestos se realizd rediante téchicas
espectroscopicas y la determinacion de algunas de sus propledades {isicas, &
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punto de fusion se determing mediante la Wonica de capilar abierto en un
equipo Mel-Temp, Electrolhermal, La rotacidn dptica [vlp fue determinada con
un polarimetro Perkin Elmer modelo 341, wilizando como solvente MeOH marca
Aldrich grado HPLC, lote BADT772BA, una celda de 10 cm y una temperatura
de 25 °C. Los experimentos de RMN de 'H y “C en una dimensién se corrieron
en un espectrometro Avance de 400 MHz (facilitado por el Departamento de
fnvestigacion en Polimeros y Materiales, de la Univarsidad de Sonora) a una
frecuencia de 400 y 150 MHz respectivamente, mientras que 105 experimentos
di dos dimensiones, COSY, HEQC, v HMBC se corrigron en un espectromelro
Bruker de 600 MMz {facilitado por el Laboratorio de RMN de la Universidad de
Arizona). Las muestras se disolvieron en (CHL):00, CDCE y DMSO-d;, usando
tetrametilsitano (TMS), como referencia interna, £l analists de infrarrojo (1R) fue
hecho en un equipo Nicolet FTIR modelo 460 con pasiillas de KBr.

£l analisis de espectrometria de masas se realizdo en un espectrdmetro
cuadrupolar HP- 5989A acoplado en serie a un cromatagrafo de gases HP-5890
serie 1l y con una computadora Apollo serie 400, Equipo facilitado por el
Departamento de Quimica de! Centro de investigacion y Estudios Avanzados
del PN,

l.a Cromatografia Liguida de Alta Resolucién se efectud en un equipo
Hewlett Packard Series 1100, con una columna Lichrospher (Varian) fase
reversa, (150 x 4-6 mm, 5 v tamano de particula), y usandae como fase movil
A) agua / B) Acido formico (1911, v.v) a Tml/min, inictando isocraticaments con

&



30% de B por 15 min, se inicid gradiente hasta alcanzar 40% de B a los 20 min,
4% a los 30 min, 60 % a los 50 min, B0% a los 52 min y finalmente flujo

isocratico olra vez con B0% de MeOH hasta los 60 min ™
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Purificacion y Actividad Antiproliferativa

lLos propolens fueron colectados durante noviembre de 2001 a junio del
2002, en los alrededores de Ures, Sonora (29° 27" LN, 110° 22" LW, con una
altitud de 413 m sobre el nivel medio del mar). Los propdleos (100 g) se
pulverizaron en frio v se trataron con 300 mb, de metanol grado reactivo, con ta
finalidad de disolver todos los compuestos organicos y eliminar &l material
insoluble. El fitrado obtenido se concentrd en un evaporador rotatorio a una
temperatura de 40°C y bajo presidn reducida, obteniendo 47.6 g de propoleos
gomo un solido viscoso de color café clare, Este extracto metandlico madre se
etiguetd como EM. De acuerdo a la cantidad de propéleos obtenida, es evidente
que las muestras de propoleos colectadas presentaron una gran cantidad de
material insoluble (hojas secas, madera, abejas muertas, asi como materia

inorganica (polvo)), por lo que el rendimiento de estos propalacs fue del 47 %.

Una vez oblenido el EM, se procedid a evaluar la aclividad
anliproiiferativa (AAP), El analisis de la AAP, mostrd que el extracto EM
presenta importante actividad a concentraciones iguales o mayores a 10 pg/mlL,
(Figura 8), Un analisis detallado de 1a morfologla de la linga celular bajo estudio,

mostro que a las 6 horas un nimere Importante de célilas bajo tratamiento,
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presentaban una morfologia diferente en comparacion con las celulas sin tratar,
Las células traladas sufrieron un alargamiento visible ademas de enconlrarse
suspendidas en el medio de cullivo, mientras que las celulas normales no
muostraron alargamiento y presentaban adherencia con la superficie de la caja

de cullivo,

Extracto EM e (300 pggfml,
400000 ~&— 10 pgimL

e 20 g dmil.

[
3
e e I
E o e 4 QG g/ ml
[ I y -~
;Cﬁ %.8 o
G = 200000~ %;/,,
“@ q e e
e . _fﬂ"
cgi? 100000 - o

86

Tiempo (h)

Figura 5, Actividad antiproliferativa del extracto metandlico EM en células M12.
A¥ a concentraciones de 0, 10, 25, 50 y 100 pg/mL. La concentracion celular se
evalud a las 24, 48 v 72 h posterior a la adicion de el extracto, En 0 pg/ml. se
adiciontd el maximo volumen de metano! wilizado en el ensayo.

A las 24 horas un gran numero de ellas ya no estaban viables y presentaban
caractaristicas morfologicas diferentes a las células sin tratamiento (unas
redondas y otras alargadas), ver apéndice 8.1. Mientras que en el caso de las
celulas del control, no se presenta alargamiento y continan su proliferacion
normal, De acuerdo a eslos resullados, se establecid que estos propdleos

poseen AAP, Por lo que esta bioactividad y morfologia celular, se utilizaran en

"y
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en el proceso de punficacitn del (los) compuesto(s) responsable(s) de la AAP.

Lina ver determinada la AAP dal exracto metandlico, se procedid al
fraccionamiento dal mismo, wilizando solventes con Indices de polaridad
creciente (p.ej hexano (Hex), éler etilico (Et,0), cloroformo (CHGL), acetato de
atilo (AcEl), acetona y metanol (MeOH)). Por o que 46.6 g de EM se trataron
con 150 ml. de hexano y se agitaron por 24 h (tres veces). Bl sobrenadantie se
filtrd a lraves de papel. Las 3 fracciones se juniaron y se concentraron bajo
presion reducida, obteniendo 6.1 g del extracto hexdnico como un solido color
amarillo claro, esta fraccion se eliguetd como EH (extracio bexanico). A la parle
ingsoluble (40.5 @), se le adicionaron 150 mb de éter etlico y se agitd por 24 h a
temperatura ambiente (lres veces), el sobrenadante se fillrd, y fas 3 fracciones
se mezclaron y se concentraron bajo presion reducida, obteniendo 24,7 g del
extracto etéreo como un sélido color café, esta fraccion se etiquetd como Eiz
{extracto etereo).

L.a parte insoluble en éter, se tratd con cloroformo y se siguié el mismo
procedimisnto que para jos extractos anteriores, obteniéndose 4.7 g del extraclo
cloroférmico, como un solido color cafe oscuro, este extracto se etiqueld como
EC (extracto cloroformico),

La pare insoluble en cloroformo, se irald con acetalo de etilo,
posteriormente  con acetona y  finalmente  metanol, siguiendo el mismo

procadimiento que para los extractos anteriores, lo gue permitio oblener Q.93 g
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del extracio de acetato de efilo (EAE), 0.78 g del extracto de acelona (EA) y 5.6
g de un segundo extracto metanolico (EMZ2). £s importante mencionar gque se
obtuvo un residuo 9.8 g, el cual resulld insoluble en solventes organicos, por 1o

quei se desecho,

gue el extracto EH, solo presentd AAP a concentraciones de 100 pg/mil. Este
resullado, sugiere gue el extracto hexanico no presentt AAP imporiante (Figura
B} y que la actividad observada puede deberse a posibles contaminaciones,
Esta observacion, se confirmd mediante el analisis del espectro de resonancia
magnética nuclear de proton (RMN 'H), ya que en dicho espectro, se
ohservaron sefiales gque corresponden a compuestos presentes en el extracto
eferen Lk, reprasentando éstos sdlo un porcentaje pequefio. En cambio, los
extractos EE, EC, presentaron AAP a concenbraciones de 10 y 100 pug/mi.
Adicionalmenie, se observd que estos extractos ocasionaron un alargamiento
de las células, Por otra parie, los extractos AR y EA, solo mostraron AAR en
concentraciones de 100 pg/mL. Mientras gue en el caso del extracto EMZ, no

maostrd AAP, Figura G,
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permitieron obtener aproximadameante 0.1mg del compuesto responsable de ta
actividad AAP. Desafortunadamente, la cantidad oblenida de este compuesto,
no fue suficiente para llevar a cabo la caracterizacion espectroscopica. En
nuestro laboralorio s¢ ha eliquetado a este compuesto como uresin, B
esquema de purificacidn de uresin a parir de EE4 se muestra en la Figura 9.
Por oira parte, el analisis de los espestros de RMN "H de las fracciones
etiquetadas como EE1 y EE2 mostraron sefales caracteristicas de flavonoides,
=sta observacion, molivé a que dichas fracciones, lambién se sometieran a
proceses de purificaciones sucesivas mediante cromatografia en columna. La
cromatografta de la fraceidn EE1, permitié el sislamiento del compuesto llamado
pinccembrina (1). Por otra pare, la cromatografia de ia fraccion £EE2, llevd al
aislamiento del derivado acelilado de pinohanksina (3-0-Ac-pinobanksina 2.)

La elucidacion estructural mediante RMN "H, ¢, HMBC, H8QC, COSY,

fraccion, también se aistaron cantidades importantes del compuesto 1, Este
resultado, puede ser explicado, en base a Ja parcial solubilidad de Ja
pinoceminina en éter etilico, Por lo que, parte de ella fue extralda en 1a fraceidn
EE y otra parte fue disuelta en CHCL y por lo que también estaria presente en

la fraccion EC. La caracterizacion del compuesto 3 se describe mas adalante.
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lLa presencia de pinocembring, 3-O-Ac-pinobanksina y  cnsina en
propéleos ha sido repofada previamente >*%7"* Adicionalmente, en 1a literatura
s ha sugerido que los propdleos con presencia de pinocembrina y 3-0-Ac-
pinobanksina, pueden provenir de especies de alamos. Esta observacion, estd
de acuerdo con el resultado oblenido, ya que los propoleos analizados fueron
colectados de colmepas localizadas en areas colindantes al rio Sonora {regidn

que posee una importante poblacion de alamos).

Toda vez que se logro el aislamiento, purificacion y caracterizacion de los
compuestos, se evalud la actividad antiproliferativa del compuesto wesin, asi
donde se puede observar que el compuesto wuresin presenta AAP a
concentraciones de 10 xg/ml. a las 24 h, mientras que el compuesio ] solo
prasenta AAP en concentraciones del orden de los 50 xg/mL. En el caso del
compuesto 2, este no muestra una AAP importante. La actividad observada en
gl compuesto 3 se asume que puede deberse a la presencia de caompuestos
contaminantes (ver Apéndice B.7), ya que la actividad AAP de este compuesto
s@ compard con una muestra comercial, observando que esia ultima nho

presenta AAP (ver Apéndice 8.2).
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Figura 9, Diagrama de la purificacion de Uresin, mediame cromatografia en
columna (CCA), cromatografia en p}am preparativa (CPP) y cromatografia en
capa fina (CCF), monitoreado por RMN 'H y actividad antiproliferativa,
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5.2 Caracterizacion Espectrogscopica

5.2.1 Pinocembrina (1)

El espectro de RMN 'H (400 MHz) del compuesto 1 en DMSO-d;, se
muestra en la Figura 11, Fl analisis de Ja integral del espectro de "M permitic
establecer gque el compuesto 1, posee 12 protones, de los cuales res son de
lipo alifatico, dos son protones aromaticos altamente protegidos, cinco son
prolones aromaticos tipices de un grupo fenilo monosustituido, y finalmente dos
protones inlercambiables con D0,

La asignacion de cada proton, se realizo a parir del analisis de primer
orden de las constantes de acoplamiento (analisis del espectro 'H de alla
resolucién, obtenido a 600 MHz), por lo que las dos sefiales simples y finas a
campo bajo, centradas 12.07 ppm y 10.79 ppm, se asignaren a ios protones de
los hidroxilos de G5 y C7 respectivamente. Estas senales presentan inlercambio
con deuterio cuando 2 la muestra se le adiciona [0, El experimento de RMN
de 'H, del compuesto 1, disuello en acetona-ds, mostrd que el proton del
hidroxilo en C8 forma un puente de hidrogeno intramolecular con el oxigenn del
carbonilo en C4, generando un anillo de seis miembros, este hecho conduce a
gue el proton se observe como una sefal fina vy no presente intercambio en

ausencia de D0, (Figura 12a). En cambio, el protdn del hidroxilo en C7, se



presanta como una sefial ancha, indicando gue dicho protdn se encuentra en un
equilibrio rapido de intercambio en acetona-dy,

La sefal centrada en 7.56 ppm, que integra para dos protones es tipica
de un fenilo monosustituido, ya que presenta un doble con una constante de
acoplamiento orto *JHH=T.7 Hz, esla sefial se asigno a los protones etiquetados

comp H10 y H14,

Hoo, P
' ” n;‘;. f -H;‘ '::.’
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Figura 11, Espectro RMN *H del Compuesto 1,en DMSO-d; a 25 °C, 400 MHz,



I aparente triplete centrado en 7 .45 ppm, se debe a dos constantes de
acoplamienio “"Ji‘iu;jdi-h1,1;,,m-'?"? Hz v 3~J1“111,1:.al“fm"-2?.? Hz, s& asignd a los protones
H1t y H13. El protén H12, se muestra como un aparente nplete de triples
certrado en 7.39 ppm, son constantes de acoplamiento *J My Hyy =77 Hz y *J
Myz Hop =t 7 Hz, experimentas de correlacion COSY confirman ta asignacion,
(ver Apéndice 8.3 ).

l.as sefiales dobles centradas en G.01 y 5.98 ppm, se asignaron a los
protonas HMB vy MB respectivamente, ambos protones mueastran una constante de
acoplamiento de "JHH=2.1 Hz, debido al acoplamientc meta enlre ambos
protones.

l.a sehal doble de dobles centrada en 5.56 ppm, con constanies de
acoplamiento “JHH=12.8 y *JHMK=3.1 Mz, se asignd al proton alifatico H2, La
magnitud de estos acoplamientos, indican que M2 interacciona con los protones
H3o en una disposicion anfi y con H3} en una disposicion gauche
respeclivamente, Figura 12b. Este andlisis fue confirmado mediante ¢l calculo
de los angulos diedros (lorsionales), utilizando el programa Allona.*

Los dos dobletes de dobles centrados en 3,16 y 2.81 ppm, con
constantes de acoplamiento de “JHH=12.8, 2JHH=17.1 Hz y JHH=3.1,
“JHH=17.1Hz, se asignaron a los protones 3w y H3[ respectivamente, la
constante de acoplamiento del orden de los 17 Hz, es caracteristica de un

acoplamiento gaminal,
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Figura 12. Estructura del compuesto 1 a) con puente de hidrégeno, b)

fragmento C2-C3 en proyeccion de Newman,

El espectro de "*C del compuesto 1 (ver Apéndice 8.4), mostrd 13
sehales, lo gue sugiere la presencia de alguna simetria dentro de la molecula,
este hecho esta de acuerdo con lo observado en el espectro de proton, por io
que es permisible establecer que dicha simetria se estd presentando en el
grupo fenlo monosustituido. También, el espectro de NG muestra dos sefiales
caracteristicas  de  carbonos  alifdticos, observandose una  senal  con
desplazamiento quimico de 43.65 ppm, la cual se asignd al metileno (C3). Esta

asignacion, se confirmo a través del experimento de HEQC (ver Apendice 8.4),

In



el cual mostrd que ta seial centrada en 43.65 ppm correlaciona fuertermente
cont los protones de 3,16 v 2.87 ppm. Mienfras que la sehal centrada en 80.00
ppm, se asigno al metino (C2), este carbono correlaciona fuertemente con el
protén centrado en 556 ppm.

L.a sefial mas desplazada a campo bajo centrada en 196,78 ppm, se
asignd al cabonilo de C4. Bl espectro de HMBC, mostrd que el proldon del
hidroxilo localizado en C8, presenta una fuere correlacion con C4, esta
interaccion  es una evidencia clara del puente de hidrdgeno  descrito
anteriormente y explica el pobre o nulo intercambio del proton en ausencia de
1300 y adiclonatmente confirma la asignacion, Figura 12a, Mientras que la sehal
centrada en 167 .44 ppm, se asignod al C7, la asignacion ineguivoca de C7, se
realizo a partir del experimento de HMBC, el cual muestra una correlacion fuerte
a dos enlaces con lus protones HE y M8, Figura 13a,

lL.as sefales centradas en 165.35 y 164,21 ppm, se asignaron a Jos
carbonos aromaticos C5, C8a. El espectro de HMBC, permilid la asignacion
inequivoca de C5, ya que el proton HS correlaciona con C5, asi como también
con &l protdn del hidroxito de C5H, Figura 13b. La sefial centrada en 140.08 ppm,
se asignd al carbono etiquetado como GO, Mientras gue la seial centrada en
126.54 ppm, al carbono eliguetado como C11, experimentos de HMBG,

confirman esta asighacion,

37



l.as sefiales centradas en 12047 12735, 103,30, 97.03 v 95 98 ppm se
asignaron a los carbonos C12, C10, Cda, C6 y C8 respectivamente, El
exparimento de HSQC confirmd ta asignacion, (Figura 14).

L.a simelrfa observada en el anillo aromatico se debe a la alta velocidad
de rotacion del enlace C2-C8 en relacion con la frecuencia de observacion del
exparimentio de RMN, to que conduce a que tos carbonos C10 y C14, asi como
el G111y C13 den origen a una sola sefial respectivamente. De acuerdo a lo

anterior es posible establecer que el compuesto 1 posee 15 carbonos.
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Figura 13. Ampliaciones del espectro de HMBC, del compuesto 1 en Acetona-dg
a 25 °C.
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Figura 14, Espectro de HSQC, del compuasto 1 en Acetona-ds a 25 °C.

El analisis de espectrometria de masas del compuesto 1 (Figura 15),
muestra al ibn molecular M™=256 como el mas abundante, también se observa
la pérdida de una molécula de H;O dando origen al fragmento M*-18=238, E|
pico con mfiz=179 pone en evidencia la pérdida det grupo fenilo (miz=77).
Mientras que el ion con m/z=152, indica la ruptura de los enlaces 01-C2 y C3-
C4, generando el fragmento con miz=104. El patrén de fragmentacion estéd de
acuerdo con la estructura propuesta, Figura 16, El especiro de masas confirma

Ja formuta molecular de CqsH1204 v un peso molecular de 256,
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El espectro de infrarrojo en pastila de KBr (Figura 17}, mostrd
claramenie la presencia de una banda que corresponde al grupo carboniio de
celona en 1634 cm’', mientras que la handa de absorcion ancha alrededor de
2090 em™, es caracleristica de la presencia de grupos hidroxilos,
literatura o reporta de 198-189°C*. Por otra parie, la rotacion optica especifica
del compuesto en metanol resultd de -489°, mientras que en la literalura se
reporta de ~52°%

l.a evidencia espectroscopica reunida permitio establecer al compussto
1, como pinocembrina. Esta flavonona, se ha encontrado en la mayoria de los
propélens provenientes de zonas templadas y se ha asociado con la presencia
de arboles de las especies de Populus (alamos).' Sin embargo, este es el
primer raporte, donde se ha encontrado pinocembrina en propodleos producidos
en el Estado de Sonora,

Por ofra parte, & origen botanice de la pinocembrina puede ser
explicado, en base a que lag colmenas de donde se colectaron I(mprm:ufnleoss

analizados, se encuentran cercanas a la cuenca del rlo Sonora, la cual posee

imporantes poblaciones de Alamos.
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5.2,2 3-O-Ac-pinobanksina (2)

El espectro de RMN 'H del compuesto 2, se muestra en fa Figura 18, 1)
andlisis de la integral del espectro de 'H permitio establecer que &l compueasto
2, posee 14 protones, de los cuales 5 son de tipo alifético, dos son protones
aromalicos altamente protegidos, cinco son protones aromaticos lipicos de un
grupo fenilo monosustituido y finalmente dos protones son intercambiables con
0,0,

l.a asignacion de cada protén, se realizd a partir del analisis de primer
orden de las constantes de acoplamiento. La sefial simple y fina a campo bajo,
centrada en 11.57 ppm, se asignd al proton del hidroxito en C8, dicho proton
presenta inlercamblo con deuterio, cuando a la muestra se le adiciona ;0.
Adicionalmente, el proton del hidroxilo en C5, muesira un puente de hidrogeno
con el oxtgeno de G4 (Figura 19a), esle hecho conduce a que este proton se
observe como una safial fina,

Ast mismo, el espectro muestra una sefal ancha en 8.98 ppm, la cual
también presenta intercambio con deuterio. Dicha sefial se asignd al protdn del
hidroxito de C7. Por otra parte, el espectro presenta un grupo de protones
aromaticos caracteristicos de un grupo fenilo monosustituido, donde la sefial
cemrada en 7.58 ppm, inlegra para dos protones y se presenta como dd con
una constante de acoplamiento orto *JHH=7 .4 Hz y una meta "JHH=2.0 Hz, esta

sefigl se asignd a los prolones eliquetados como HI10 y H14, La seial del

N



muttiplete centrado en 7.46 ppm, s& asigno a los protones M1y H13, Bl proton

H12 se asigno a la seifal multiple centrada en 7.43 ppm.
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Figura 18. Espectro RMN 'H del compuesto 2 en CDCly & 25°C, 400 Mz,

Las sefiales dobles cenlradas en §8.03 y 6,06 ppm, se asignaron a los
protones H8 y HG respectivamente, ambos protones muestran una constante de
acoplamiento de “JuH=2.1 Mz, debido a una interaccion meta entre ambos.

l.as sefiales dobles centradas en 588 y 5,62 ppm, con constante de

acoplamiento *JiH=11.7 Mz, se asignaron a los protones alifiticos M3 y M2

.! (‘\



respectivamente. Bl proton H3, se muestra méas desplazado a campo bajo
debido al efecto de desproteccion del oxigeno del grupo carbonilo adyacente,
La magnitud del acoplamientn entre log prolones M2 v H3, sugiere que dichos
protones se encuentran en una disposicion antiperiplanar, permitiendo de esta
manera un acoplamiento maximo entre dichos protones, Figura 18h. Esle
argumento, se confirmd mediante el calculo del angulo diedro (lorsional)
utilizando el programa Altona,**

Finalmente, la sefal desplazada a campo mas allo (1,85 ppm), ia cual
integra para tres prolones, se asigno a los protones del metilo del grupo acetilo,
localizado en C3, Es importante sepalar que el desplazamiento quimico de los
protones del metilo, se encuentran ligeramente desplazados a campo alto
respecto de lo que normalmente se espera (generalmente se observan a campo
mas bajo =2.1 ppm). Este inusual desplazamienta a campo alto del grupo
metilo, puede deberse a que los prolones del metito caen dentro de la corriente
diamagnética de proteccion del anillo aromatico focalizado en C2 (Figura 20). Ei
analisis praliminar de los desplazamientos quimicos y constantes  de

acoplamiento, sugieren una estructura tipo flavanonol suslituido en C3,
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Figura 19, Estructura del compuesto 2 a) con puente de hidrbgeno, b)
fragmento C2-C3 en proyeccion de Newman,



Region de proteccion

Figura 20. Proteccidn diamagnética del anillo B, en el compuesto 2.
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[ analisis del espectro de RMN °C desacoplado, mostrd 15 sefiales de
carbono para el compuesto 2, suginendo la presencia de alguna simetria denlio
de fa molécuia. Este hecho, esta de acuerdo con lo observado en el gspectro de
proton, por fo que es permisible establecer que dicha simetria, se este
preseptando en el grupo fenilo monosustituido,

El espectro de C, presenta tres sefiales caracteristicas de carbonos
alifaticos, observandose una safial a campo allo con desplazamiento guimico
en 20.25 ppm, la cual se asignd al CHy del grupo acetilo, Mientras que las
sefiales centradas en 73.15 y 81.93 ppm, se asignaron a los carbonos C3 y G2
respectivamente. A su vez, |a sefial mas desplazada a campo bajo, centrada en
192,78 ppm, se asignd al carbonilo del anille G del flavanonol, El espectro de
MMBC, mestrd que el protén del hidroxilo localizado en C5, presenta una fuente
correlacion con G4, Esta interaccion es una evidencia clara del puente de
hidrégeno descrito anteriormente, explicando esto el pobre o nulo intercambio
del proldn en ausencia de 0,0 lo que adicionalmente confirma esta asignacion,
Mientras que la sefial centrada en 169.48 ppm, se asignd al carbonilo del grupo
acetilo (C15), la asignacion inequivoca de C15, se realizd a padir del
experimento de HMBC, el cual muestra una correlacion fuerte a dos enlaces
con los prolones del melilo (Figwa 2ta). La serial centrada en 168.14 ppm
presenta correlacion a dos enlaces con 1os prolones MG y MB, v se asignod al

carbono en C7, mientras gque la seiial centrada en 165,26 ppm, se asigno al

M



carbono aromatico G5, &f cual presenta correlacion con HBG, La sedal centrada
en 163,64 ppm, presenta una correlacion a dos enlaces con el prolon HB vy se
asigno al carbono etiquetado como CBa, Figura 21h. Estos carbonos muestran
un claro efecto  de  desproteccion  ocasionado por el fuerte cardcler
electronegativo de los alomos de oxigeno unidos directamente a ellos.
Adicionabmente, el espectre de MMBC, confirmo la asignacion inequivoca de
Ch, ya que el protén del hidroxilo de C8, muestra una fuerte correlacién con
gste carbono, Figura 21c, Mientras que la sefal centrada en 102.08 ppm, se
asignd al carbono etiguetado como Cda, y la sefial centrada en 97.62 ppm, se
asigno al carbono CB, ambos carbonos Cda y C6 muestran correlacion con el

proton del hidroxilp en C5, (ver Apéndice 8.6).
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Figura 21. Espectros HMBC del compuesto 2, en Acetona-tg a 25 °C.
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Las sefiales centradas en 13022, 12948, 12858 y B0.44 ppm se
asignaron @ los carbonos €10, C11, G12 y CB8 respectivamente. Experimentos
de HSQC, mostraron que dicha asignacion es correcta, (Figura 22). Debido a la
alta velocidad de rotacion del enlace C2-C9 en relacion con la frecuencia de
observacion del experimento de RMN, conduce a que los carbonos C10 y CG14,
asi como el G11 y C13 den origen a una sola sefial respectivamente, De
acuerdo a lo anlerior es posible establecer que 2 posee 17 carbonos.

E) analisis de espectrometria de masas del compuesto 2 (Figura 23),
mostrd que el ion molecular M° del compuesto 2 fiene una relacion
masalcarga=m/z=314, El patrdn de fragmentacidon estd de acuerdo con la
estructura propuesta, Figura 24, El espectro de masas confirma la formula
molecular de Ci7H14QOg y un peso molecular de 314,

£ especiro de infrarrojo en pastilla de KBr Figura 26, mostrd claramente
la presencia de dos carbonilos, una banda que corresponde al carbonilo ded
éster en 1757 ¢’ y una banda que corresponde al carbonilo de la cetona en
1636 cm™ la banda ancha alrededor de 3193 cm™, son caracteristicas de los
grupos hidroxilos. El punto de fusion para el compuesto 2 resultd de 177.1 B0
o(, mientras que en la fiteratura se reportan 173-175 °C.* Por otra parte, la
rotacion dptica especifica del compuesto en metanol fue de +44.75%, mientras

que en la fiteratura se reporta de +42°.%
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lL.a evidencia  espectrosedpica  reunida permitid  establecer  gue el
compuesto 2, es un dervado acetilado de ta pinobanksina  (3-O-Ac
pinobanksina),

Fste compuesto, al igual que el compuesto 1, se ha encontrado en 1a
mayoria de los propdlecs provenientes de zonas lempladas, y también se ha
asociado con la presencia de arboles de las especies de Populus (alamos).’
Este es ef primer reporte donde se ha encontrade 3-O-Ac-pinobanksina en
propolecs producidos en el Estado de Sonora, Por otra parte, &l origen botanico
de la 3-O-Ac-pinobanksina, puede ser explicado en base a los mismos

argumentos dados para el caso de la pinocembrina,
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5.2.3 Crisina (3)

La caractarizacion del compuesto 3, se realizd a partir del analisis del
espectro de RMN TH (Figura 28), asl como de la comparacion de los tiempaos de
refencion con una muestra auténtica mediante HPLC. (Apéndices 8.7) EI
andlisis de la integral del espectro de 'H, permitio establecer que el compuesto
encuentran altamente protegidos, y cinco protones aromaticos tipicos de un
grupo fenilo  monosustituido), uno  vinilicn, y finalmente dos protones
intercambiables con DyO,

La asignacidon de cada proton, se realizd a partir del analisis de primer
orden de las constanies de acoplamiento. La sefial simple y fina a campao bajo,
centrada en 12.82 ppm, se asignd al prolén del hidroxilo en C&, dicho proton
presenta intercambio con deuterio, cuando a la muestra se le adiciona D0,
Asimismo se observa una sefial ancha en 9.64 ppm, 1a cual también presenta
intercambio con dewerio, Dicha senal se asignd al proton det hidroxilo de C7.

El espectro presenta un grupo de protones aromaticos caracteristicos de
urt grupo fenilo monosustituide, donde la sefial maltiple centrada en 8.00 ppm,
integra para cinco protones, esta sefal se asignd a los protones etiguetados
como H10 y H14, Mientras que el multiplete centrado en 7.57 ppm, se asigno a
log protones H11-MH13. La sedal simple cenfrada en G.78 ppm, sa asigno al

protén vinftico H3,
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lLas sefales dobles centradas en 6,53 y 6.23 ppm 8¢ asignaron a los
protones HE y HE respectivamente, ambos protones muestran una constamnte «de
acoplamiento de “JrH=2 0 Hz, debido a una interaccion mefa entre ambos

Fl analisis de los desplazamientos guimicos de 'H, asi como de las
conslanies de acoplamiento, estan de acuerdo con datos previamenle
reportados para este compuesto, por lo que la estructura propuesta para el

compuesto 3 es correcta, Figura 27,
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Figura 26. Espectro de RMN 'H del compuesto 3, en acetona-dg a 25 °C.
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Debido a la baja cantidad aislada del compuesto 3, no se realizaron los
experimentos de RMN "¢, HMBC, HSQC. Sin embargo, se compard con una
muestra auténtica mediante HPLC, donde se observd gue el compuesto 3,
presenta el mismo tiempo de relencidn (52,88 min) que la crisina comercial
(Apéndice B 6), Debido a esta evidencia, no se realizaron mayores esfuerzos de
purificacion de los propolecs para obtener una mayor cantidad de crising,
mayoria de log propdleos provenientes de zonas templadas, y tambien se ha
asociado con la presencia de arboles de las especies de FPopulus (alamos).'
Este es el primer reporte, donde se ha encontrade Crisina en propoieos
producidos en el Estado de Sonora, En hase a estos resultados, es posible
argumantar que el origen botédnico de los propdlens colectados en tos

alrededores de Ures, Sonora, proviene de los arboles de alamos.

Puente de hidrogeno

Figura 27, Estructura del compuesio 3.
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6. CONCLUSIONES

Del prasenie trabajo, se puede conclulr lo siguiente:

‘(,"':

Se determing gue os f!awnéid@:ts pingcembring y 3-Q-Ac-pinocbanksing
son los principales componentes de tipo fendlice presente en los
propodleos colectados en la regidn de Ures, Sonora.

Se logro el aislamiento v la caracterizacion gspectroscopica mediante
RMN 'H, "*C, IR y EM de tres compuestos: pinocembrina, 3-0-Ac-
pinobanksina y crisina.

Se logro el aislamiento del compuesto uresin, responsable en buena
medida de la actividad antiproliferativa de los propdleos sonorenses,
Se establecid que los propdleos producidos en el Estado de Sonora,
poseen importante actividad antiproliferativa.

Se establecit que la linea celular M12. A", es una linea celular til para

evaluar la aclividad antiproliferativa de propdleos.
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8. APENDICE

8.1 Efecto sobre la morfologia de microcultivos de Células M12.A".
Fotografias en contraste de fases: A células control (20X) B células
incubadas 24 h con extracto metanolico de propoleos (40X). N
Celulas normales adheridas a la caja de cultivo, n Células normales
en suspension. D Células con morfologia alterada sin nucleos

definidos,
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8.2 Actividad Antiproliferativa de Crisina Comercial v Crisina Aislada,

Crisina aislada e 0.0 pgimi.

=10 pgimi,
- 25 ugimi.
=50 ug/mil.
=100 pg/mi.
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8.3 Experimento de Correlacion COSY del Compuesto 1.
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8.4 Espectro de RMN_'C del Compuesto 1 en Acetona-ds 150 MHz.
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8.5 Experimento de Correlacion HSQC del Compuesto 1.
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8.6 Experimento de Correlacion HMBC en el Compuesto 2.
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8.7 Cromatograma HPLC del Compuesto 3
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