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SINTESIS

La ciencia ha dedicado multiples esfuerzos para demostrar los efectos bioldgicos del propéleos, quedando un poco
rezagados los estudios de la composicion quimica que fundamentan su actividad bioldgica. Para tal problema
cientifico este trabajo se propuso el aislamiento y caracterizacion espectroscopica de los componentes quimicos
organicos de propoleos rojos cubanos, para demostrar similitudes o diferencias con los propdleos ya estudiados.

El estudio de caracterizacion estructural més exhaustivo se le realizé a una muestra de propéleos procedente de la
provincia de Pinar del Rio. El uso de técnicas cromatograficas y espectroscopicas permitieron el aislamiento y
caracterizacion de doce productos naturales: la 2',4,4'-trihidroxi chalcona (isoliquiritigenina), la (-)-4',7-dihidroxi
flavanona (liquiritigenina), la 7-hidroxi-4'-metoxi isoflavona (formononetina), el (3S)-7,2'-dihidroxi-4'-metoxi
isoflavano (vestitol), (3S)-2',4'-dihidroxi-7-metoxi isoflavano (neovestitol), (3S)-2'-hidroxi-4',7-dimetoxi isoflavano
(isosativan), (6aS, 11aS)-3-hidroxi-9-metoxi pterocarpano (medicarpina); (6aS, 11aS)-3,9-dimetoxi pterocarpano
(homopterocarpina), (6aR,11aR)-3,10-dihidroxi-9-metoxi pterocarpano (vesticarpan), (6aR,11aR)-3,8-dihidroxi-9-
metoxi pterocarpano, (6aR,11aR)-3-hidroxi-8,9-dimetoxi pterocarpano y (6aR,11aR)-3,4-dihidroxi-9-metoxi
pterocarpano. Adicionalmente, se sugirié la presencia de la 5,7-dihidroxi-4'-metoxi isoflavona (biocanina A) y de
la retusapurpurina A, para las cuales se precisan otros experimentos que confirmen la masa molecular deducida por
técnicas de resonancia magnética nuclear. A excepcion de la formononetina, del isosativan y de la medicarpina, el
resto de los metabolitos identificados se aislaron por primera vez desde propoleos rojos de cualquier origen
geogréfico.

La GC-EM facilité la comparacion entre los propéleos rojos cubanos (siete muestras) y un propoleos de origen
brasilefio, confirmando la presencia de flavonoides en todos los casos. El (3S)-vestitol, la (6aS,11aS)-medicarpina,
el (3S)-neovestitol y el (3S)-isosativan, fueron considerados los marcadores quimicos de los propoleos rojos
cubanos, pues constituyeron los metabolitos mayoritarios en todas las muestras de propoleos estudiadas.

Se desarrolld, ademas, una técnica de CCD para el estudio cualitativo de los propdleos rojos, que permitid la
diferenciacion con el resto de los propoleos nacionales y la determinacion del Rfr de algunos de sus metabolitos
mayoritarios.

Finalmente, se realiz6 un estudio bioldgico preliminar que sugiri6 el efecto estrogénico de los propdleos rojos,

avalado por su composicion mayoritaria en isoflavonoides.



INDICE

INTRODUCCION
CAPITULO I. REVISION BIBLIOGRAFICA
I.1. Propdleos. Generalidades.
1.2. Composicion quimica.
1.2.1. Flavonoides
1.2.2. Acidos organicos, fenilpropanoides y otros compuestos aislados
de propodleos.
1.2.3. Composicion quimica de propoleos cubanos.
I.2.4. Principales métodos analiticos utilizados en el estudio del
propdleos.
1.3. Isoflavonoides.
1.3.1. Extraccion y fraccionamiento de isoflavonoides.
1.3.2. Purificacion de isoflavonoides.
1.3.3. Caracteristicas espectroscépicas.
I.4. Determinacién de la configuracion absoluta. Dicroismo circular (DC).
1.5 Actividad bioldgica de propoleos.
CAPITULO Il. MATERIALES Y METODOS
I1.1. Muestras de propdleos.
[1.2. Preparacion del extracto (M-A).
11.3. Métodos de analisis cromatogréaficos.
I1.3.1. Cromatografia en Columna (CC).
11.3.1.1. Sephadex LH-20.
11.3.1.2. Columna abierta
11.3.1.3. Cromatografia liquida a media presion (CLMP).
11.3.1.4. Cromatografia liquida de alta resolucién (CLAR) (I).
11.3.1.5. Cromatografia liquida de alta resolucién (CLAR) (I1).
11.3.1.6. Cromatografia Gaseosa acoplada a Espectrometria de
Masas (CG-EM).
11.3.2. Cromatografia en Capa Delgada (CCD).
11.3.2.1. CCD como prueba de identificacion.
11.3.2.2. CCD para monitoreo de fracciones.
11.3.3. Analisis fisico-quimico.
11.3.3.1. Resonancia Magnética Nuclear (RMN).

Pég.

S o o1 O -

12

13

15
15
15
16
19
21
26
26
26
27
27
27
27
27
27
28

28

30
30
32
32
32



I1.3.3.2. Determinacion de la rotacion optica (o).
11.3.3.3. Dicroismo Circular (DC).
I1.4. Ensayo uterotrofico en ratas.
11.4.1. Preparacion de las muestras.
11.4.2. Descripcion del ensayo.
CAPITULO Ill. RESULTADOS Y DISCUSION
[11.1. Obtencion del extracto de M-A.
I11.2. Aislamiento y purificacion del extracto de M-A.
I11.2.1. Cromatografia en Columna sobre Sephadex LH-20.
[11.2.2. Fraccionamiento por cromatografia en columna abierta.
I11.2.3. Fraccionamiento por cromatografia liquida a media
presion (CLMP).
I11.2.4. Cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR) (1).
I11.2.5. Cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR) (11).
I11.3. Andlisis estructural
111.3.1- Producto 1.
111.3.2- Producto 2.
111.3.3- Productos 3 y 4.
111.3.4- Productos 5,6 y 7.
111.3.5- Productos 8-13.
111.3.6- Producto 14.
I11.4. Analisis de la muestra M-A por cromatografia gaseosa acoplada
a espectrometria de masas (CG-EM).
I11.5. Analisis comparativo de siete muestras de propéleos por CG-
EM.
I11.6. Estudio comparativo por CG-EM de los propdleos rojos de
Cuba (M-A) y Brasil.
I11.7. Analisis por CCD.
I11.7.1. Caracterizacién por CCD de los tres tipos de propéleos

cubanos hasta ahora definidos.

I11.7.2. Analisis cromatografico de las muestras de propoleos
rojos (tipo I1).
I11.7.3. Anélisis de la muestra M-A contra patrones aislados.

I11.8. Determinacion de la actividad fitoestrogénica del propoleos rojo

36

65

71

77

79

79

82

83
84



(M-A)
DISCUSION GENERAL
CONCLUSIONES
RECOMENDACIONES
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
ANEXOS
PRODUCCION CIENTIFICA

88
93
94



INTRODUCCION

El interés del hombre por las colmenas data de miles de afios atras. Si bien la miel es el producto apicola de mas
antiguo uso, existen otros de gran interés para el hombre como son: la cera, polen, jalea real, veneno y propoleos
(Asis, 1989).

En el pasado el propoleos o también llamado “El oro purpura de las abejas”, constituia un obstaculo para los
apicultores dada su apariencia pegajosa. Con el tiempo su valor fue cambiando, llegando a constituir uno de los
productos mas valiosos que producen las abejas. Su empleo esta descrito por griegos, egipcios, romanos e incas
(Asis, 1989).

El propdleos es un material resinoso y aromatico que las abejas elaboran a partir de exudados de diversas plantas.
Su coloracion varia en dependencia de su origen y edad (Banskota y col., 1998 y 2001). No solo constituye un
material de construccidon, su mayor importancia es ser el “arma quimica” de las abejas contra los microorganismos

patdgenos, ya que al barnizar las paredes de la colmena favorecen la desinfeccion (Bankova, 2005a).

Basado en el uso que las abejas le dan a este producto e independientemente de la versatilidad farmacologica que el
mismo posee, la accion antimicrobiana es comun para propéleos de diversos origenes geograficos (Asis, 1989;
Bankova, 2005 y 2005a). Se le han referido propiedades tales como: antibacteriana, antifungica y antiviral. Se ha
utilizado ademas como antiinflamatorio, antiulceroso, antitumoral, hepatoprotector, inmunoestimulante y

anestésico local (Bankova y col., 2000; Bankova, 2005a).

El mayor problema que existe hoy, a pesar de contar con grandes avances tecnoldgicos que permiten conocer la
composicién quimica de una muestra determinada, es la variabilidad sorprendente de su composicion quimica
dependiente del sitio de colecta, de los diferentes ecosistemas y de las secreciones que sirven como fuentes de los
propoleos (Bankova y col., 2000; Dos Santos Pereira y col, 2002). De lo anterior se deduce que el término
“propoleos™ no caracteriza quimicamente al producto.

El conocimiento de la composicion quimica de los propéleos se considera un aspecto muy importante, ya que
permite correlacionar la composicion quimica con la actividad bioldgica de los mismos. Por otra parte, permite
controlar la calidad de las formas farmacéuticas desde un punto de vista quimico y determinar las dosis efectivas en
las mismas, asi como elaborar medicamentos mas eficaces sobre la base de las propiedades fisico-quimicas de los
componentes especificos. Ademas, el potencial bioldgico de los propdleos se puede diversificar sobre la base de

uno o varios componentes quimicos.

Bankova (2000) manifestaba la importancia de estandarizar los propoleos segun sus metabolitos, aspecto en ese

tiempo poco estudiado. Las tendencias mas actuales en la investigacion con propoleos van dirigidas al desarrollo



de estudios bioldgicos con muestras caracterizadas quimicamente, bioensayos realizados con principios activos
aislados de los balsamos, asi como estudios biolégicos comparativos de propoleos de diferente composicion
quimica y origenes geograficos.

Estos estudios son en extremo valiosos y cada dia se incrementan. Hacen posible que el propdleos sea mejor
aceptado en las unidades de salud, que se puedan formular recomendaciones para su uso racional y que al final se
garantice su calidad, seguridad y eficacia.

En Cuba se utilizan los propéleos como medicamentos, cosméticos y suplementos alimentarios, sin embargo, hasta
el afio 1989 se consideraban escasos los estudios quimicos de propoleos cubanos. S6lo se habia reportado la
presencia de naftoquinonas y sus derivados, éteres e hidrocarburos (Alvarez y col., 1989). Mas recientemente se
han realizado estudios quimicos en propdleos pardos con la determinacion de benzofenonas preniladas (Cuesta-
Rubio, 2001).

Problema cientifico.

En Cuba se utilizan diversas preparaciones farmacéuticas utilizando el propoleos como principio activo, tanto para
uso humano como animal. Para la elaboracidn de éstas se emplean propéleos de gran variedad en cuanto a color y
origen geogréfico, lo cual sugiere variaciones ensu composicion quimica yen los efectos
bioldgicos. Considerando que ambos aspectos tributan a la calidad y eficacia de las formas farmacéuticas, asi como
los escasos estudios quimicos desarrollados en nuestro pais con propdleos rojos, se plantea la siguiente hipétesis de

trabajo:

Hipdtesis de trabajo
La composicion quimica de los propdleos rojos cubanos debe diferir de la determinada para propdleos pardos

cubanos.

Para el desarrollo del estudio se propone como objetivo general:
Aislar y caracterizar espectroscopicamente componentes quimicos organicos de propoleos rojos cubanos, para

demostrar similitudes o diferencias con los propdleos ya estudiados.

Para lo cual se trazan los siguientes objetivos especificos:
1. Localizar y colectar muestras de propéleos rojos cubanos de diferentes origenes geograficos.
2. Desarrollar métodos de aislamiento y purificacién para los compuestos quimicos.

3. Caracterizar por métodos espectroscopicos modernos los compuestos aislados.



4. Desarrollar una técnica cromatografica sencilla para la identificacion de los componentes mayoritarios de
propoleos rojos cubanos.
5. Realizar de forma preliminar un ensayo de bioactividad con una de las muestras estudiadas, de acuerdo con sus

componentes mayoritarios.

Novedad cientifica.

¢ Se demuestran las diferencias que existen entre la composicion quimica de los prop6leos cubanos ya estudiados
y del resto de los propdleos a escala internacional con respecto a los propéleos rojos.

e Seaislan y caracterizan por técnicas espectroscopicas modernas trece flavonoides, diez de los cuales si bien no
resultan nuevos productos naturales, si se identifican por primera vez desde propoleos de cualquier origen
geografico.

e La caracterizacién del pigmento rojo retusapurpurina A (chalcona condensada a un isoflavano) permitio sugerir
a la especie Dalbergia ecastophyllum como posible origen vegetal de los propéleos rojos.

e Se determinan cuatro de los isoflavonoides como componentes quimicos mayoritarios en todas las muestras de
propoleos rojos estudiados, los cuales pueden servir de marcadores para los prop6leos rojos cubanos.

e Se realiza la caracterizacidn de propoleos rojos por cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria de masas
(CG-EM), ofreciéndose los datos espectroscépicos de la mayoria de los metabolitos. Dicha informacion no
aparece en las bases de datos espectrales consultadas a escala internacional.

e Se propone una técnica por CCD para el estudio cualitativo de los propdleos rojos cubanos.

e Se realizd un estudio bioldgico “in vivo” preliminar que demostro la actividad fitoestrogénica de los propdleos

rojos cubanos, justificado por la presencia de isoflavonoides como componentes mayoritarios.



CAPITULO I. REVISION BIBLIOGRAFICA

I.1. Propdleos. Generalidades.
El término propoleos fue usado en la antigua Grecia y proviene del Latin: pro (por, en frente de, a la entrada de) y

poleos (ciudad o comunidad). Es decir, material que es usado para la defensa de la ciudad o colmena (Asis, 1989).

Varias son las definiciones dadas al propdleos, la mayoria de ellas coinciden en que es un producto resinoso que se
forma a partir de exudados que las abejas mastican y que luego regurgitan en la colmena, mezclandolo con
pequefas cantidades de azUcares y con cera secretada por ellas (Greenaway y col., 1987 y 1990; Ghisalberti, 1979;
Banskota y col., 2001).

En 1989 Asis sefiald que el propbleos puede presentar varias coloraciones, que van desde el pardo - rojizo hasta el
amarillo - verdoso. Ademas de las ceras y los exudados vegetales, las abejas pueden contribuir a la composicién
quimica del propoleos al adicionar &cidos grasos saturados de sus secreciones mandibulares, sustancias

provenientes de los granos de polen, entre otros.

Las abejas aplican el propdleos en capas finas en las paredes internas de la colmena o en otra cavidad interna. Este
es usado para bloquear agujeros y grietas, para reparar y fortalecer los bordes del panal y para proteger la entrada
de la colmena. También es empleado como una sustancia embalsamadora, para cubrir a los invasores de la colmena
que las abejas han matado y que no pueden transportar fuera de la misma. Las abejas hacen uso de las propiedades
quimicas de los propdleos y de su accion bioldgica, pues el propéleos evita la putrefaccion de los intrusos
embalsamados y es el responsable de que la incidencia de bacterias y moho sea menor dentro de la colmena que en

el exterior de ésta (Ghisalberti y col., 1978; Bankova y col., 2000).

1.2. Composicién quimica.
La composicion quimica del propoleos es heterogénea y depende de la vegetacién que predomina alrededor de la
colmena (aproximadamente en un radio de 2 km), la estacion del afio (Midorikawa y col., 2003), asi como de su

origen geogréafico (Asis, 1989; Trushevay col., 2003).

Al inicio del siglo XX s6lo habia sido determinada la composicion quimica general de los propdleos (resinas,
ceras, componentes volatiles y material insoluble) ya que este producto no se fracciona facilmente (Banskota y
col., 1998; Sawaya y col., 2004).

En la actualidad se conoce que el propdleos es una mezcla quimicamente compleja, que puede estar constituida por

mas de ciento cincuenta componentes (Greenaway y col., 1991; Aga y col., 1994; Bankova y col., 1995; Marcucci,



1995; Banskota y col., 1998). De manera general en el podemos encontrar: acidos grasos, fibras, azlcares,
minerales y aminoacidos (Greenaway y col., 1990; Garcia-Viguera y col., 1992; Jeong y col., 2003). Ademas,
contiene resinas, cera de abejas, polen, aceites esenciales, y otros compuestos organicos (Pietta y col., 2002).

1.2.1. Flavonoides
Los flavonoides son productos naturales ampliamente distribuidos en el reino vegetal. Esta pudiera ser una de las
razones que justifica su abundancia en propoleos fundamentalmente de zonas templadas, aunque no son exclusivos

de esta localizacion.

Presentan un esqueleto carbonado Cg-C3-Cg, donde los grupos Cg se corresponden con agrupamientos bencénicos y
la porcién C; se presenta formando parte de un heterociclo generalmente (Robbers y col., 1996).

Las diferentes categorias estructurales se observan en la figura 1, siendo mas abundantes las correspondientes a
flavonas, flavanonas, flavonoles, antocianidinas e isoflavonas. En algunos casos el anillo heterociclico de seis

miembros no se presenta y en su lugar se aprecia una cadena abierta (chalconas) (Robbers y col., 1996).

El anillo B del nlcleo base de flavonoides e isoflavonoides se origina a partir del fenilpropano, una unidad de 4-
coumaril-CoA; mientras que el anillo A proviene de la condensacion de 3 moléculas de malonil-CoA derivadas del
acetil-CoA (Dixon, 1999; Bucharan y col., 2000).

Mas del 50 % del peso de los propdleos de zonas templadas esta constituido por flavonoides (Banskota y col.,
1998; Duarte y col., 2003; Pryzyk y col., 2003). Varios estudios han empleado muestras de propoleos de diversos
origenes geograficos: China, Uruguay (Bonvehi y Col., 2000), Croacia (Kosalec y col., 2003), Brasil (De Castro,
2001; Duarte y col., 2003), Taiwan (Chen y col., 2004), Bulgaria (Pryzyk y col., 2003), Argentina, Australia,
Chile, Hungria, Estados Unidos, Nueva Zelanda, Sudéafrica, Tailandia, Ucrania, Uzbekistan (Kumazawa y col.,
2003), Turquia (Kolankaya y col., 2002), Grecia (Melliou y Chinou, 2004), Japon (Kumazawa y col., 2004) e Italia
(Bankova y col., 2002) y como resultado se han aislado flavonas (acacetina, apigenina), flavonoles (kaempferol,
galangina, aromadendrina), flavanonas (pinobaksina, pinocembrina), chalconas, dihidrochalconas y otros
(Marcucci y col., 2000; Mateescu, 2000; Heo y col., 2001; Nafady y col., 2003) (Tabla I).

Recientemente, se aislaron diez nuevos neoflavonoides de cadena abierta, desde propéleos procedentes de Nueva
Zelanda (Awale y col., 2005).

Se ha podido comprobar que las especies de plantas del género Populus son la fuente principal de exudados

vegetales para la elaboracion del propéleos de zonas templadas. Los flavonoides encontrados en las secreciones de



P. nigra, P. gemma, P. trichlorcarpa, P. canadensis, P. balsamifera, P. tremula y P. grandidentada se han aislado
de diferentes muestras de propdleos (Nagy y col., 1986; Wollenweber y col., 1987; Sokolov y Torgov, 1990;
Kurkin y col., 1994; Bankova y col., 1995).

En otras especies de plantas, tales como Castania sativa (Kolankaya y col., 2002), Plebella droryana,
Escaptotrigonia bicuctata (Fernandez y col., 2002), Citrus spp., Vernonia polyanthes (Dos Santos Pereira y col.,

1998) se han encontrado flavonoides pero como productos minoritarios.

Los isoflavonoides, objeto de estudio de este trabajo, presentan una limitada distribucion en el reino vegetal, siendo
fundamentalmente encontrados en la familia Leguminosae, con mayor frecuencia en la subfamilia Fabaceae

(Papilionaceae) y de forma ocasional en las subfamilias Caesalpinaceae y Mimosaceae.

En las dicotiledoneas los isoflavonoides se han informado en las siguientes familias: Amaranthaceae,
Chenopodiaceae, = Compositae, Cruciferae, = Menispermaceae, Moraceae, Myristicaceae, Rosaceae,
Scrophulariaceae, Stemonaceae, Zingiberaceae, Apocinaceae, Meliaceae, Pinaceae y Polygalaceae. En las
monocotiledoneas estan en los rizomas de especies del género Iris y en las hojas de las especies de Patersonia de la
familia Iridiaceae. También han sido caracterizados en dos géneros de gimnospermas: Junisperus (Cupressaceae),

Podocarpus (Podocarpaceae) y en la especie Bryum capillare (Bryaceae) (Williams y Harborne, 1989).

El nicleo base de los isoflavonoides presenta igual nimero de carbonos pero se corresponde con el 3-fenilcromano
(Dixon, 1999).

Tahara e Ibrahim (1995) describieron la presencia de 870 agliconas de isoflavonoides naturales que se pueden
reunir en nueve grupos, segun sus modificaciones estructurales. De estos grupos las isoflavonas y los
pterocarpanos suelen ser los mas abundantes (Figura 2). Estas estructuras pueden presentar diversas modificaciones
sobre los anillos tales como: hidroxilaciones, metoxilaciones, grupos prenilados y formacion de puentes
metilendidxidos (Dixon, 1999; Williams y Harborne, 1989).

Las isoflavonas son derivados 4-ox0-2,3-insaturados, por lo que poseen el esqueleto 3-fenilcromona.
Constituyen el grupo mas representativo de los isoflavonoides, siendo la daidzeina, formononetina, genisteina y la
biochanina A las mas comunes. La adicion sobre los anillos de sustituyentes como: hidroxilos, metoxilos,
metilendioxidos e incluso grupos isoprenilos, incrementan la variedad estructural dentro de este grupo (Williams y
Harborne, 1989; Dixon, 1999). En particular, la formononetina fue identificada a partir de una muestra de

propdleos rojo cubano (Cuesta-Rubio, 2001).



Los isoflavanos son la subclase menos frecuente. En ellos el anillo C estd compuesto por dos metilenos (C-2 y C-4)
y un metino (C-3). Todos los isoflavanos identificados poseen un sustituyente oxigenado en la posicion 2,
caracteristica relacionada con el origen biogenético a partir de la reduccién del pterocarpano. Pudiera presentarse
también, aunque de forma menos frecuente, un grupo oxigenado en la posicion 5 (Williams y Harborne, 1989). El
isosativan, representante de este grupo de metabolitos, fue también identificado desde muestras de propoleos rojos

cubanos y mas recientemente desde propoleos brasilefios (Cuesta-Rubio, 2001; Trusheva y col., 2006).

En algunos casos sobre el esqueleto base puede formarse una ciclizacion que involucra los C-2 (anillo C) y C-4
(anillo B) a través de un atomo de oxigeno, para generar sistemas tetraciclicos como pterocarpanos,

coumaranocromonas y coumestanos (Agrawal y Bansal, 1989).

Los pterocarpanos constituyen el segundo grupo mas representativo dentro de los isoflavonoides. Desde el punto
de vista estructural estan constituidos por un esqueleto tetraciclico derivado del nucleo base de los isoflavonoides,
donde se establece un enlace éter entre las posiciones 4 y 2' de la isoflavona. El anillo heterociclico B esta
compuesto por un metileno y dos metinos. Para estos metabolitos la nomenclatura resulta diferente a la de los
isoflavonoides simples (Figura 2). Resulta frecuente la oxigenacion en las posiciones 3,9y 3, 8, 9 y poco comun la

oxigenacion en la posicién 1.

La medicarpina, presente en muchas especies de legumbres, es la de mayor distribucion en la naturaleza (Williams
y Harborne, 1989). Recientemente, Trusheva y col (2006) determinaron la presencia de este pterocarpano en

propdbleos rojos de origen brasilefio.

Dixon (1999) plantea, ademas, que los isoflavonoides pueden presentarse de forma oligomérica: isoflavano-
isoflavona, isoflavano-flavanona, isoflavano-flavona, isoflavona-flavona, isoflavano-flaveno, isoflavona-

cinamilalcohol, isoflavona-estilbeno e isoflavano-chalcona.

Las chalconas integran también el grupo de los flavonoides (Cs-C3-Cg), solo que el anillo C no existe y en su lugar
se presenta un resto de tres atomos de carbono. Su origen biogenético es similar al de cualquier flavonoide, s6lo

que en este caso son los primeros intermediarios de la ruta biogenética (Bucharan y col., 2000).

Estos metabolitos con frecuencia se encuentran en las plantas como pigmentos amarillos y se reconocen alrededor
de 200 moléculas. Existe una gran variedad estructural de chalconas, las cuales se muestran en la figura 3. Como se
puede observar, la numeracion utilizada para estos metabolitos difiere del resto de los flavonoides, pues la posicion

2 y 3 del anillo C de estos ultimos se nombra como f y o, respectivamente, en las chalconas. La mayoria de las



chalconas pueden presentar sustituyentes (OH y OCHg3) en las posiciones 2', 4, 4, 6' y un namero significativo se

muestran como derivados prenilados (Bucharan y col., 2000).

Como se puede apreciar en la tabla I, algunos compuestos tipo chalconas han sido aislados desde propoleos de

zonas tropicales fundamentalmente (Marccuci, 1995).

1.2.2. Acidos organicos, fenilpropanoides y otros compuestos aislados de propdleos.

Se han aislado otros compuestos de diversas muestras de prop6leos tales como: acidos organicos, fenilpropanoides
y derivados (Tabla 1), terpenos, lignanos, esteroides, azlcares, vitaminas, aminoacidos y otros componentes
(Tabla I11).

Varios de los acidos orgénicos se encuentran en especies del género Populus (Maciejewicz y col., 2002), Ambrosia
deltoidea, Encelia farinosa (Wollenweber y Buchmann, 1997), Baccharis dracunculifolia (Midorikawa y col.,

2003) y en las flores de Citrus spp. (Dos Santos Pereira y col., 2003).

Compuestos fendlicos como los acidos p-cumaricos y sus derivados con residuos prenilados ciclados, asi como
derivados de acetofenonas con sustituyentes prenilados, han sido aislados de propoleos procedentes de América del
Sur. Estos propoleos guardan una estrecha relacion con especies del género Baccharis (Aga y col., 1994; Banskota
y col., 1998; Tazawa y col., 1998).

Se han identificado varios metabolitos de la serie de los lignanos (furanofuranoides), a partir de muestras de Islas
Canarias, Chile y Brasil. La fuente vegetal de donde provienen aln no ha sido determinada (Bankova y col., 1996 y
1998; Banskota y col., 1998; Valcic y col., 1998).

Compuestos del grupo de los terpenos, fundamentalmente diterpenos y alcoholes triterpénicos, han sido

caracterizados de muestras procedentes de Brasil y Egipto (Matsuno y col., 1997; Marcucci y col., 1998).

Monoterpenos y sesquiterpenos se han identificado en fracciones volatiles de varios tipos de prop6leos. Si bien no
se encuentran en concentraciones elevadas, si se deben considerar dado el aroma caracteristico de los propoleos y

la interesante actividad bioldgica de este grupo de metabolitos (Bankova y col., 1995 y 1998).

Un estudio sobre la composicion quimica de los propéleos rojos del estado de Alagoas, Brasil, demostrd la
presencia de derivados de fenilpropenos (trans-anetol, metil eugenol, trans-metil isoeugenol, elemicina y trans-
isoelemicina) a los cuales se les adjudica el olor caracteristico que presentan los prop6leos rojos. También fueron
identificados por CG-EM estructuras triterpénicas derivadas de o y p amirina, lupeol y cicloartenol, benzofenonas

preniladas y naftoquinonas (Trusheva y col., 2006).



Elementos inorganicos como calcio, magnesio, potasio, sodio, zinc, cobre, manganeso, cromo, niquel, plomo,
cobalto, cadmio y plata, se han determinado por espectrometria de absorcién atdbmica en muestras de propoleos de

diferentes origenes geogréaficos (Stafilov y col., 1994; Kulevanova y col., 1995).

1.2.3. Composicion quimica de propoéleos cubanos.
Cuba presenta formaciones vegetales tipicas de zonas tropicales, ademas de un alto porciento de plantas
endémicas. Lo anterior sugiere que los propéleos cubanos podrian presentar una composicién quimica peculiar con

respecto a propoleos de otros origenes geogréaficos.

No son muchos los estudios que evalian la composicién quimica de propoleos de zonas tropicales, si se tiene en

cuenta el numero de investigaciones realizadas con propdleos de zonas templadas.

Segln estudios realizados en nuestro pais se ha determinado la presencia de quinonas desde una muestra de
propoleos rojo (Bracho y col., 1996; Rodriguez y col., 1998 y 2000; Romay y col., 1999).

Cuesta (1996) determind la presencia de 3-amirina, acidos grasos saturados y compuestos prenilados con restos

aromaticos, en muestras de propéleos pardos cubanos.

Benzofenonas preniladas como la nemorosona y la mezcla guttiferona E-xanthochymol, se aislaron a partir de
propoleos cubanos de diferentes regiones del pais (Cuesta y col., 1999; Cuesta-Rubio y col., 2002). Recientemente
se caracterizaron otras benzofenonas preniladas, que fueron denominadas como propolona B, C y D (Mérquez,
2005) (Tabla IV).

Cuesta-Rubio (2001) determind la presencia de isoflavonoides en prop6leos cubanos, los cuales constituyen los

primeros de su tipo aislados desde propdleos de cualquier origen geografico.

Contrario a lo que expresan algunos autores, parece que la composicion quimica del propdleos no es modificada
por la accion de las abejas. Lo anterior puede confirmarse al correlacionar la composicion quimica del propoleos
con la fuente vegetal de donde provienen. Cuesta-Rubio y col. (2001) demostraron la presencia de nemorosona
como componente mayoritario de propdleos pardos cubanos. Este metabolito ha sido detectado en la resina floral
de Clusia rosea, especie vegetal que la abeja utiliza como fuente fundamental para la elaboracion de este tipo de
propodleos. Este resultado es similar a aquellos observados para propéleos ricos en flavonoides. Los flavonoides

encontrados en propoleos de zonas templadas son los mismos que se presentan en las especies del género Populus.



En el afio 1989, Alvarez y col. propusieron un método de cromatografia en capa delgada (CCD) para la
clasificacion preliminar del propéleos cubano. En esta oportunidad se estudiaron 233 muestras de diferentes
regiones del pais, sugiriéndose la presencia de al menos ocho tipos de propoleos. Los autores le dieron un caracter
provisional a esta clasificacion, indicando la necesidad de estudios adicionales que permitieran reconocer la

composicion quimica de forma inequivoca.

1.2.4. Principales métodos analiticos utilizados en el estudio del propdleos.

Dentro de los métodos analiticos utilizados con mayor frecuencia en el estudio quimico del propoleos se pueden
citar: espectrofotometria (Popova y col., 2004; Yang y col., 2005), cromatografia liquida de alta resolucion
(CLAR) (Markham vy col., 1996; Bankova y col., 2004; Sawaya Yy col., 2004; Isla y col., 2005), espectrometria de
masas de ionizacion por electroespray (ESI/EM) (Pietta y col., 2002; Del Boccio y Rotillo, 2004; Sawaya y col.,
2004; Volpi y col., 2006), electroforesis capilar (Lu y col., 2004; Volpi, 2004; Cao y col., 2002), cromatografia
gaseosa acoplada a espectrometria de masas (CG-EM) (Markham y col., 1996; Garcia-Viguera y col., 1993;
Bracho y col., 1996; Stobiecki, 2000; Velikova y col., 2001; Kartal y col., 2002; Sahinler y Kaftanoglu, 2005; Uzel
y col., 2005), cromatografia en capa delgada (CCD) (Medic - Saric y col., 2004) y resonancia magnética nuclear
(RMN) (Melliou y Chinou, 2004; Watson y col., 2006).

En la actualidad, algunos de los métodos antes referidos son utilizados para obtener la caracterizacion del extracto

total de un propdleos, como una huella dactilar.

La cromatografia liquida de alta resolucion utilizando un detector ultra violeta, ha sido muy utilizada como método
de separacion y purificacion de metabolitos. No obstante, es una herramienta que puede dar informacién general
sobre la composicion de los diferentes tipos de propdleos, pues aquellos compuestos que presenten grupos
croméforos conjugados, mostraran bandas de absorcion caracteristicas a determinada longitud de onda.
Conociendo previamente el comportamiento cromatografico del o los metabolitos mayoritarios, se puede tener una

idea general de la composicién especifica de la muestra en estudio.

Para el anlisis directo de compuestos volatiles en propoleos, la CG-EM ha jugado un papel importante, sin
embargo, aquellos compuestos que no presenten esta propiedad pueden ser derivatizados, lograndose resultados
satisfactorios. La informacion estructural que brinda esta técnica es superior a la obtenida por CLAR, pues con
ayuda de bases de datos se puede determinar cualitativamente la composicion quimica de un extracto total. La
mayor ventaja esta en confirmar estructuras antes dilucidadas por las técnicas de RMN, haciendo uso de pequefias

cantidades de muestras.



Las técnicas de RMN también han sido empleadas para el analisis de extractos totales. En este caso no se busca la
caracterizacion exhaustiva de un metabolito en particular, sino sefiales o grupos de sefiales caracteristicas de
determinados tipos de productos naturales. EI método puede indicar la presencia de metabolitos de estructura
alifatica o aromatica, segun sus sefiales caracteristicas, entre 0-4 ppm & 6-9 ppm, respectivamente. Ademas,
podrian apreciarse sefiales propias de protones correspondientes a los metabolitos mayoritarios antes identificados
en los extractos objeto de estudio. Esta técnica ha sido empleada por nuestro grupo (Cuesta-Rubio y col., 2007) y
por Watson y col (2006).

Todos los métodos antes comentados pueden determinar similitudes o diferencias quimicas entre muestras de

diferentes origenes geogréaficos.

1.3. Isoflavonoides.

1.3.1. Extraccion y fraccionamiento de isoflavonoides.

La literatura sugiere métodos como el reflujo a través del Soxhlet o el uso de disolventes en caliente. La extraccion
de drogas crudas como las cortezas pulverizadas, requieren de un largo proceso de extraccion, empleando dichas
técnicas por mas de 40 horas. Los disolventes empleados con mayor frecuencia son: benceno, cloroformo, n-

hexano, acetato de etilo, etanol y metanol (Williams y Harborne, 1989).

En este sentido, los métodos que emplean calor tienen la ventaja de reducir el tiempo de extraccion, sin embargo,

pueden favorecer la formacion de artefactos.

También se han empleado extracciones sucesivas (maceracion) con tres o cuatro disolventes en forma gradual (de
menor a mayor polaridad), lo cual puede ser muy efectivo cuando se desconoce la composicion quimica (Williams
y Harborne, 1989).

1.3.2. Purificacion de isoflavonoides.

¢ Cromatografia en Capa Delgada (CCD).
La CCD, tanto analitica como preparativa, suele ser comunmente empleada utilizando cloroformo o acetato de etilo
como fase movil. Se recomiendan también mezclas de cloroformo y metanol, ya que un incremento de la
proporcion de metanol (4-10 %) posibilita la separacion de isoflavonoides con mayor polaridad. Las placas con

indicadores fluorescentes facilitan la deteccidn de estos metabolitos (Williams y Harborne, 1989).

e Cromatografia en Columna (CC).



Cuando se parten de grandes cantidades de extracto, la CC constituye un método ideal para la separacion de
isoflavonoides. Las columnas empleadas se cargan generalmente de silica gel, aunque con frecuencia se emplean

otros rellenos como: Florisil, Policlar y Sephadex LH-20.

En columnas de silica gel suelen emplearse diferentes mezclas de disolventes de forma gradual, iniciando con

cloroformo (menos polar) hasta metanol (més polar) (Williams'y Harborne, 1989).

e Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (CLAR).
La CLAR se emplea para la separacion de isoflavonoides utilizando una variedad de columnas y sistemas de
disolventes. Esta técnica cromatografica constituye quizds el mejor procedimiento para el fraccionamiento

preliminar asi como para el andlisis cuantitativo de dichos productos naturales.

En la separacion de isoflavonoides por cromatografia liquida de alta resolucién en fase reversa (CLAR-FR), las
fases moviles mas utilizadas son gradientes de metanol-agua, acetonitrilo-agua (con frecuencia contiene acido
fosforico), acetonitrilo-3 % acido acético y acetonitrilo-0,1 M K;HPO, conteniendo &cido fosforico. Cuando se
emplea fase normal (CLAR-FN) se requieren fases moviles relativamente apolares como n-hexano-
[diclorometano-etanol-acido acético (97:3:0,2)] y se usan gradientes para separar isoflavonas y pterocarpanos.

Usualmente el detector utilizado es la luz ultravioleta a 254 nm ¢ 280 nm (Williams y Harborne, 1989).

1.3.3. Caracteristicas espectroscépicas.

e Espectrometria de Masas (EM).
Con frecuencia el estudio de los espectros de masas permite la confirmacion de las estructuras de isoflavonoides.
La ruptura retro-Diels Alder (RDA) del anillo C origina una fragmentacion caracteristica asociada a los anillos A 'y

B, la cual se representa para isoflavanos, isoflavanonas e isoflavonas en la figura 4.

Las isoflavonas muestran picos intensos para el i6n molecular, que permiten determinar facilmente la masa del
compuesto analizado. Aquellas con sustituciones 2'-hidroxil o 2'-metoxil exhiben un fragmento adicional, los
cuales son anicos para este modelo de sustitucion. En aquellas que presentan sustituyentes isopentenilos, la

fragmentacion pudiera indicar si el sustituyente esta libre o formando parte de un anillo de cinco o seis miembros.

Cuando se presenta un grupo 3,3-dimetil alilo en la posicion 3' de una isoflavona se producen los fragmentos [M-
421"y [M-35]" y en el caso de un residuo de isopreno ciclico en C-6 y C-7 se produce un ién [M-59]" de elevada

intensidad.



En la serie de las isoflavanonas con la sustitucion 2'-metoxil, el fragmento del anillo A no se observa o es de baja
intensidad, mientras que con la sustitucion 2'-hidroxil este fragmento es de elevada intensidad e incluso puede

constituir el pico base.

No son muchos los estudios que existen acerca del comportamiento de los pterocarpanos en espectrometria de
masas. Segun la literatura, la fragmentacion clésica de flavonoides, retro-Diels Alder, no tiene lugar en estas
estructuras. Esto se debe a la estabilidad que le proporciona a la molécula el O-5, C-6 y el enlace entre el C-6 y el

C-6a. Los fragmentos sugeridos para este tipo de compuestos se presentan en la figura 5 (Pelter y col., 1965).

En el afio 2000, Toth y col. realizaron un estudio de la fragmentacion por impacto electronico (IE) de
pterocarpanos y sus analogos deuterados, con fusion de anillos cis. Se demostré que el pico de mayor abundancia

en el espectro era el correspondiente al i6n molecular. Le continuaban en abundancia el i6n [M-H]", el cual se

forma con mayor probabilidad por la pérdida del &tomo de H-6 o del H-11a como radical y el [M-H-H,]".

e Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN).
La asignacion de las sefiales de protones para flavonoides e isoflavonoides es generalmente similar.

El espectro de las isoflavonas se distingue por la posicion del proton del C-2 (7,6-7,8 ppm) en trimetilsilil
derivados disueltos en tetracloruro de carbono. Esta asignacion estructural puede ser confirmada por cambio del
disolvente, pues estos provocan variaciones en el rango de corrimiento quimico entre 8,5-8,7 ppm en
dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-ds) y entre 7,8-8,1 ppm en cloroformo deuterado (CDCl3). Cuando el espectro

de RMN se corre sin derivatizacidn con acetona deuterada, el H-2 se aprecia a 8,17 ppm.
Para el caso de las isoflavanonas las sefiales caracteristicas son: 4,47 (H-2a), 4,38 (H-2b) y 4,06 (H-3) ppm.

Los isoflavanos carecen de un grupo ceto en el C-4 y de enlace olefinico en posicién 2; por lo que los corrimientos

quimicos de la zona alifatica cambian.

Se han registrado espectros de resonancia magnética nuclear de **C (RMN *3C) representativos de isoflavanos,

isoflavonas, isoflavanonas, pterocarpanos y rotenoides (Agrawal y Bansal, 1989).

Generalmente, en los isoflavanos el sustituyente fenilo en C-3 adquiere orientacion ecuatorial. El anillo

heterociclico esta compuesto por dos grupos metilenos (C-2, C-4) y por uno metino (C-3).



Se han informado los datos de RMN *C de nueve isoflavanos (Agrawal y Bansal, 1989) y todos ellos carecen de
un sustituyente oxigenado en C-5, ademas de no presentar sustitucién de grupo hidroxilo o metoxilo en C-2'. En
estos casos la sefial del C-2 aparece a 69,6-70,4 ppm, las sefiales del C-3 y C-4 entre 31,2-32,5 ppm; el C-4 resuena
a campos mas altos que el C-3. Los carbonos C-3 y C-4 pueden diferenciarse por su comportamiento tipo CH y

CHo,, respectivamente.

Las sefiales para el C-2 y C-3 en isoflavanonas se aprecian a 71,7 y 50,9 ppm, respectivamente. Por otra parte, los
isoflavanos son diferenciables de las isoflavanonas de acuerdo a la posicion de las sefiales del C-3 (50,9 ppm) y
del C-4 (190,6 ppm) (Williams y Harborne, 1989).

Para las isoflavonas, el corrimiento quimico de los carbonos del anillo C se observan en los siguientes rangos:
150,6-155,4 (C-2); 122,0-126,1 (C-3) y 174,2-181,2 (C-4) ppm. EIl corrimiento quimico del C-2 practicamente no
se afecta por los sustituyentes del anillo aromatico, en cambio los C-3 y C-4 si dependen de las sustituciones del

anillo A y B, particularmente de los oxisustituyentes (Agrawal y Bansal, 1989).

En pterocarpanos el anillo heterociclico B presenta un metileno (C-6) que resuena en el rango & 55,5-67,2 y dos
metinos entre & 39,3-41,3 (C-6a) y 77,4-79,4 (C-11a). Los carbonos cuaternarios del anillo D suelen resonar a
valores entre & 117,3-119,4 (C-6b) y & 153,6-160,6 (C-10a). En el caso de presentar el C-8 un sustituyente
oxigenado, se afecta el corrimiento del C-10a (6 153,5-155,6) por el efecto para del oxisustituyente, de no
presentar dicho sustituyente, entonces el corrimiento del C-10a es de & 159,0-160,5 (Agrawal y Bansal, 1989).

1.4. Determinacion de la configuracion absoluta. Dicroismo circular (DC).
Las propiedades quirdpticas son propias de sustancias quirales y se aprecian tras una interaccion no destructiva con
la luz polarizada, lo cual permite diferenciar entre dos enantiomeros de un compuesto quiral (Eliel, 1985).

Cuando un medio 6pticamente activo es atravesado por un plano de luz polarizada, en el rango de longitud de onda
en el cual el cromo6foro de una molécula 6pticamente activa absorbe, el plano de polarizacién es rotado en un
angulo a. La sustancia activa absorbe de manera diferente hacia la derecha o la izquierda la luz circularmente
polarizada. Como resultado la luz es elipticamente polarizada y el medio exhibe dicroismo circular (DC) (Slade y
col., 2005).

La aplicacion de las técnicas quirdpticas en algunos casos depende de la presencia de un cromoforo en la sustancia
de analisis y precisamente el DC se basa en el principio de absorcion, por lo que necesita la existencia de un
cromoforo en la molécula. Los espectros de DC se miden en disolucidn. La dependencia de la longitud de onda de

la rotacion especifica y/o elipticidad molecular [®@] es llamada Efecto Cotton (EC).



El signo del EC refleja la estereoquimica alrededor del cromoforo. La configuracion absoluta de la molécula se
puede deducir si se compara el EC de un compuesto de configuracidn conocida, con otro compuesto
estructuralmente similar. EI EC resulta positivo cuando al ir de la mayor longitud de onda hacia la menor, primero
se pasa por el pico de la curva y después por el minimo. Cuando sucede a la inversa estamos en presencia de un EC
negativo (Eliel, 1985).

Aunque la configuracion absoluta de flavonoides se ha determinado tradicionalmente a través de la rotacion dptica,
el método del DC ha resultado muy conveniente, por lo que su popularidad se ha incrementado desde mediados de
los afios sesenta. EI DC es ahora una técnica rutinaria en el andlisis de metabolitos como: flavanonas,
dihidroflavonoles, flavan-3-oles, flavan-4-oles, flavan-3,4-dioles, flavanos, isoflavanos, isoflavanonas,

pterocarpanos, 6a-hidroxipterocarpanos, rotenoides y neoflavonoides, entre otros (Slade y col., 2005).

DC en pterocarpanos.

Los pterocarpanos contienen dos centros quirales (posicién 6a y 11a) lo cual podria originar cuatro enantiomeros.
Sin embargo, en la naturaleza s6lo han sido aisladas las formas (6aR y 11aR)-cis y (6aS y 11aS)-cis. Segun estudios
computacionales, la configuracion cis es mas favorable energéticamente que la fusion trans entre los anillos By C
(Schoning y Friedrichsen, 1989; Antus y col., 2001). Aunque pueden existir dos conformaciones suele preferirse la
6a, 11a-di pseudo-axialmente sustituida, quedando el anillo B en la conformacion de media silla.

Las bandas de DC de estos compuestos se asignan como La entre 220-240 nm, ‘Lb entre 260-310 nm y 'Bb
alrededor de 200nm. La banda *Lb puede dividirse o presentar un hombro de pequefia intensidad hacia el lado de
menor longitud de onda, lo cual puede ser atribuido a la banda *Lb correspondiente al croméforo 2,3-dihidrobenzo
[b] furano (anillos C méas D). El anillo cromano (anillos A més B) es el cromo6foro dominante en los pterocarpanos
lo que trae como consecuencia que la intensidad de la banda *Lb sea elevada. La banda *La se forma por la

contribucion de los anillos C y D. La tabla V muestra el EC de los cis pterocarpanos.

El DC de los pterocarpanos esta determinado por estas bandas y puede ser usado inequivocamente para asignar la
configuracion absoluta. Diferentes patrones de sustitucién sobre el anillo A no afectan el signo de la banda 'Lb del

cromoforo cromano (Eliel, 1985).

DC en isoflavanos.
Para este tipo de metabolito, al igual que en otros flavonoides, la conformacion mas favorable que adopta el anillo
C es la media silla. Dicho efecto tiene lugar por analogia con la molécula de ciclohexano y por minimizacion de la

tensién torcional.



El uso del Efecto Cotton para la determinacion de la configuracion absoluta del carbono de la posicion 3 se
presenta en la tabla VI (Slade, 2005).

1.5. Actividad bioldgica de propdleos.

La accién contra microorganismos es una caracteristica esencial y comudn para todos los prop6leos y ha sido
empleada por el hombre para su beneficio durante muchos afios (Ghisalberti y col., 1978).

Debido al creciente uso del propoleos en la medicina tradicional, éste se ha convertido en el centro de intensas
investigaciones quimicas y farmacologicas en los Gltimos 40 afios. Numerosos articulos han demostrado la gran
versatilidad de aplicaciones farmacoldgicas, tales como: antibacteriano, antifngico, antiviral, antiinflamatorio,
antioxidante, hepatoprotector, antiulceroso e inmunoestimulante. EI prop6leos también ha penetrado con fuerza en
el campo de la cosmética, la industria alimentaria y la conservacion de materiales (Banskota y col., 2001; Bankova
y col., 2000).

Resulta interesante sefialar que si bien en la actualidad se ha incrementado la tendencia a realizar estudios
biolégicos de propdleos con muestras previamente estandarizadas, ain estos resultan insuficientes. No son pocas
las propagandas comerciales e incluso articulos cientificos que al citar las propiedades farmacoldgicas de este
producto natural, obvian la estrecha relacion que tiene con su composicidon quimica. Se debe recordar que este
producto no es una sustancia sino una mezcla compleja de metabolitos y que el término propdleos no representa

una caracteristica desde el punto de vista quimico.

Un amplio rango de actividades bioldgicas se le atribuyen principalmente a la presencia de flavonoides (Isla y col.,
2001) y en particular al cafeato de fenetilo (Banskota y col., 2001; Natarajan y col., 1996; Borrelli y Capasso,
2003).

Se informa en la literatura que el propoleos posee fuerte actividad antioxidante, relacionada fundamentalmente con
la presencia de flavonoides (Bonvehi y Coll, 2000; Mateescu, 2000; Hamasaka y col., 2004). La chrisina, la
galangina, el kaempferol y la quercetina disminuyen la produccion de oxido nitrico (Blonska y col., 2004); el
isoninfaeol B tiene actividad detoxificadora del radical 1,1-difenil-2-picrilhidracil (Kumazawa y col., 2004a) y la

tectocrisina disminuye la produccion de malonil dialdehido (Lee y col., 2003).

Se conoce, ademés, que el propdleos presenta actividad antifungica, antiviral y antimicrobiana, asociada
generalmente a la presencia de terpenos y acidos organicos (Castaldo y Capasso, 2002; Melliou y Chinou, 2004),
aungue pueden ser propias de algunos flavonoides. En este sentido, se sabe que el cafeato de fenetilo tiene efecto

antibacteriano. Keskin y col. (2001) y Borrelli y Capasso (2003) demostraron que algunos compuestos aromaticos,



ésteres de &cidos grasos y sesquiterpenos aislados de extractos de propdleos turco, tienen actividad antibacteriana
contra Staphylococcus aureos y Streptococcus beta hemoliticos. Algunos extractos de propoleos tienen actividad
“in vitro” contra el virus del herpes simple (Huleihel e Isanu, 2002).

Banskota y col. (2001a) demostraron que los compuestos fenolicos y los &cidos diterpénicos presentes en propdleos

brasilefios, actGan contra el Helicobacter pilory y son responsables de la actividad hepatoprotectora.

Extractos de propoleos de diferentes origenes geograficos han mostrado actividades antibacterianas
(Staphylococcus aureos y Escherichia coli), antifungicas (Candida albicans) y antivirales (Avian influenza virus)

(Kujumgiev y col., 1999; Trusheva y col., 2006).

Llama la atencion que muestras de diferentes origenes geograficos exhiban similar actividad biolégica, lo cual lleva

a pensar que diferentes combinaciones de metabolitos pueden lograr la accién antimicrobiana del propdleos.

El propdleos verde de Brasil muestra actividad neuroprotectora “in vivo” e “in vitro”. Se plantea que este efecto

neuroprotector se debe en parte a las propiedades antioxidantes del cafeato de fenetilo (Shimazawa y col., 2005).

Otro efecto interesante del propdleos es la actividad anticancerigena. La propolina C, flavonoide aislado de
propoleos de Taiwan, induce efecto citotoxico en las células del melanoma humano (Chen y col., 2004). El 4cido
cafeico disminuye el crecimiento tumoral en metastasis pulmonar de tumor mamario (Orsolic y col., 2004). El
cafeato de fenetilo y la artepillina C tienen un efecto anticancerigeno y quimiopreventivo en el tratamiento de la
metéastasis del cancer de colon (Kimoto y Kurimoto, 1999; Kadota y Tezuka, 2004). Se plantea que los flavonoides

también actdan como agentes quimiopreventivos (Heo y col., 2001).

Algunos estudios sugieren la actividad antiviral (anti-VIH-1) del propoleos. Sin embargo, ain son escasos los

estudios de seguridad y eficacia para tal objetivo (Gekker y col., 2005).

Estudios realizados en ratas con diabetes mellitus demostraron que el propoleos procedente del norte de China,
relacionado con especies vegetales del género Populus, era capaz de controlar los niveles de glucosa en sangre, asi

como modular el metabolismo de la glucosa y de los lipidos en la sangre (Fulianga y col., 2005).

Estudios “in vitro” de extractos etandlicos de propodleos brasilefios demostraron su capacidad de inhibir la adhesion
de trofozoitos de Giardia duodenalis, lo cual sugiere la posible utilizacion de este prop6leos como un agente

antigiardiasico (Freitasa y col., 2006).



En el campo de la estomatologia, el propoleos ha ganado terreno, el extracto etanolico de un propoleos de Brasil ha
sido empleado en el tratamiento de la candidiasis oral (Santos y col., 2005). También se han empleado preparados a
base de propdleos en tratamientos de gingivitis, aftas bucales, estomatitis aftosa, cirugia bucal, recubrimiento
pulpar, periodontitis, bolsas periodontales, entre otras (lonita y col., 1990; Kosenko y Kosovich, 1990; Magio y
Carvalho, 1990; Martinez y col., 1992; Le6n y Graz, 1993; Veitia y Ruiz, 1994; Quintana, 1996). Ademas, el acido
cindmico y el &cido caféico poseen actividad contra el Streptococcus mutans, microorganismo estrechamente

relacionado con las caries dentales en el humano (lkeno y col., 1995).

Estudios preclinicos realizados en ratas demostraron que extractos de propéleos rojos cubanos podian prevenir
alteraciones de los hepatocitos, provocadas por efecto de la galactosamina. Lo anterior sugiere el posible efecto
preventivo de este tipo de propdleos en la hepatitis, debido a su actividad como antioxidante (Rodriguez y col.,
1998). Otros estudios bioldgicos han demostrado también el efecto hepatoprotector de extractos de propdleos rojos

a nivel hepatico (Ramirez y col. 1997; Ramirez y col., 1994).

Se pudo comprobar, ademas, la actividad antipsoriésica, antiinflamatoria y analgésica del propdleos rojo cubano

recolectado en colmenas de Consolacion del Sur, provincia Pinar del Rio (Ledon y col., 1997).

Suérez, en el 2003, demostrd que los propdleos son capaces de inhibir la aparicién de colonias del tumor ascitico
de Ehrlich (TAE). Han mostrado, ademas, tener efecto adyuvante de la poliquimioterapia de citostaticos en la

leucemia P 388.

Las primeras referencias de investigaciones sobre las propiedades antimicrobianas del propéleos cubano datan de

1984, segun Morales.

Rojas, en el 2001, demostré la actividad antimicrobiana de la nemorosona, fundamentalmente frente a cepas de
bacterias Gram. (+). También se determind la capacidad antioxidante y antitumoral en cuatro lineas de células,
siendo activa frente al carcinoma cérvico humano (Hela), carcinoma humano de laringe (HEp-2), carcinoma
prostatico (PC-3) y carcinoma del sistema nervioso central (U251) (Cuesta-Rubio y col., 2001). Esta benzofenona

prenilada es el marcador quimico de un tipo de prop6leos cubanos, generalmente de color pardo.

Como se puede constatar, son pocos los estudios realizados con propoleos cubanos que establecen la relacion entre
la actividad farmacoldgica y la composicion quimica de la muestra evaluada. Evidentemente, el propoleos rico en
nemorosona no debe ser el Unico tipo de propdleos en nuestro pais, tomando en consideracion la variedad en la
vegetacion y la localizacion de los multiples apiarios. Al igual que existen en Brasil propdleos de color pardo,

verde y rojo, los cuales difieren en su composicion quimica entre si, cabe esperar que en Cuba los propoleos de



color pardo tengan una composicién quimica diferente a los de color rojo y, en consecuencia, su accion terapéutica

también puede diferir.



CAPITULO Il. MATERIALES Y METODOS

11.1. Muestras de propoleos.

Para realizar el estudio de aislamiento, purificacion y caracterizacion quimica, se empled una muestra de propéleos

de color rojo (M-A) procedente de la zona costera “La Coloma”, provincia de Pinar del Rio.

Todas las muestras fueron recolectadas por la Estacion Experimental Apicola “El Cano” entre el mes de octubre

del afio 2002 y diciembre de 2004. Previo a la preparacion de los extractos, las muestras fueron almacenadas en

frascos de cristal color &mbar y a temperatura de refrigeracion (0-5 °C).

El estudio comparativo realizado por la técnica de CG-EM se desarrollé con otras seis muestras de prop6leos rojos,

procedentes de diferentes zonas del pais.

Muestra Lugar de recoleccion
M-B Cabo de San Antonio, Pinar del Rio
M-C Caibarien, Villa Clara
M-D Lagunilla, Pinar del Rio
M-E Guane, Pinar del Rio
M-F Guane, Pinar del Rio
M-G Jaguey Grande, Matanzas.

11.2. Preparacion del extracto (M-A).
Se tomaron 35,6 g de la muestra M-A y se extrajeron por
maceracion con metanol (6 X 50 mL) durante una

hora, empleando agitacion esporadica con el uso de un

agitador de vidrio. Los extractos metandlicos, filtrados por embudo de vidrio normal con algodon desengrasado, se

reunieron y concentraron a sequedad en un rotoevaporador Biichi (40 ‘C) a presion reducida. El extracto seco se

conservo en desecadora a vacio.

11.3. Métodos de analisis cromatograficos.

11.3.1. Cromatografia en Columna (CC).

11.3.1.1. Sephadex LH-20.

Se pasaron 3 g de la muestra M-A a través de una columna SR-25 (Pharmacia, 1 m x 2,5 cm) cargada con 100 g de

Sephadex LH-20. Como fase movil se empled metanol, el cual fue suministrado por una bomba peristaltica P-1

(Pharmacia Biotech). Las fracciones se reunieron segun similitud cromatogréafica por CCD.



11.3.1.2. Columna abierta

Se utilizé una columna de vidrio (37 cm x 4 cm) que contenia silica gel G 60 (25 g) como soporte y 5 g de silica
para adsorber la muestra (335 mg). Se adicionaron a la columna el soporte y la muestra, hasta alcanzar una altura
de 25 cm.

Los disolventes cloroformo y metanol constituyeron las fases moviles, tanto puros como en mezclas, colectandose

fracciones de 10 mL.

11.3.1.3. Cromatografia liquida a media presion (CLMP).

Se emple6 una columna Biichi B-685 de vidrio borosilicatado (400 x 35 mm) cargada con 150 g de silica gel 60
(0,040 - 0,063 mm), empleando una bomba Biichi 688. Como fases moviles se emplearon cloroformo, metanol y
las mezclas de n-hexano-cloroformo y cloroformo-metanol. La velocidad de flujo fue de 10 mL/min. La muestra

disuelta en acetona fue adsorbida sobre celite.

11.3.1.4. Cromatografia liquida de alta resolucién (CLAR) ().
Las separaciones se desarrollaron empleando una columna p-Bondapak C-18 (300 x 7,8 mm) Waters 10 um y

como detector uno de indice de refraccion (Waters R401).

Como fase movil se utiliz6 una mezcla metanol-agua, impulsada por bombas Waters 590 a una velocidad de flujo
de 2,5 mL/min. Las inyecciones se realizaron manualmente y se emple6 un “loop” de 100 pL. El estudio se realizo
a temperatura ambiente. Las muestras se disolvieron previamente en metanol y se centrifugaron (centrifuga Hettich

Universal) a 4000 rpm x 5 min.

11.3.1.5. Cromatografia liquida de alta resolucién (CLAR) (I1).

Sistema Agilent serie 1100, constituido por una bomba binaria G-1312, un inyector G-1328 A Rheodyne (“Loop”
de 100 uL), un desgasificador G-1322 A y un detector de arreglo de diodos G-1315 A equipado con una columna
Waters p-Bondapak RP-18 (250 mm x 4 mm).

La fase movil utilizada fue H3CCN (0,1 % de TFA): H,0O (0,1% TFA). Las inyecciones se realizaron manualmente

y se inyectaron 10 pL en todos los casos. El estudio se desarrollo a temperatura ambiente.

11.3.1.6. Cromatografia Gaseosa acoplada a Espectrometria de Masas (CG-EM).

Preparacion de la muestra (Procedimiento I)



Se tomaron 5 g de propoleos (M-A), se extrajeron en bafio ultrasonico (2X) con 100 mL de etanol (EtOH) a 70 %

durante 30 min. Los extractos se reunieron, filtraron y evaporaron a sequedad en un rotoevaporador Biichi (50 °C).

Se pes6 1 mg del extracto seco, se mezcld con 50 pL de piridina seca y 100 pL de bis-(trimetilsilil)
trifluoracetamida (BSTFA). La muestra se sometié a 100 °C durante 30 min., 1 puL de la mezcla resultante se

analiz6 por CG-EM.

Condiciones cromatograficas

Se empled un cromatografo de gases Agilent serie 6890N, equipado con un detector selectivo de masas, serie
5973N. La inyeccion de la muestra se realizé por el modo “split” con una relacion de 1:50, siendo la temperatura
del inyector 280 °C.

La separacion se realizé en una columna HP-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um). La temperatura del horno se
programé a 60 °C (2 min.), aumentando 3 °C por cada minuto hasta 310 °C (20 min.). Como gas portador se utilizd

helio a un flujo de 1 mL/min.

El espectrometro de masas fue operado en el modo de impacto electronico (IE) a 70 eV y con una temperatura de

la fuente iénica de 230 °C. La deteccidn se realizé en el modo de barrido total desde 35-700 uma.

Preparacion de la muestra (Procedimiento I1)

Se tomaron 5 g de las muestras de propoleos (B-G), se extrajeron en bafio ultrasénico (2X) con 100 mL de etanol
(EtOH) a 70 % durante 30 min. Los extractos se reunieron, filtraron y evaporaron a sequedad en un rotoevaporador
Bichi (50 °C).

Se pes6 1 mg del extracto seco, se mezcld con 100 puL de N-metil-N-trimetilsililtrifluoroacetamida (MSTFA). La

mezcla resultante se sometio a 60 °C durante 15 min. y 1 uL de la misma se analiz6 por CG-EM.

Condiciones cromatograficas
Se empled un cromatografo de gases Agilent serie 6890N, equipado con un detector selectivo de masas, serie

5973N. La inyeccion de la muestra se realizd por el modo “split” con una relacion de 1:10, siendo la temperatura
del inyector 280 °C.

La separacion fue llevada a cabo en una columna HP-5 (17 m x 0.2 mm x 0,33 um). Se trabajo con una temperatura
inicial de 80 °C, subiendo 5 °C/min. hasta 310 °C donde se dejé durante 20 min. Como gas portador se utiliz6 helio

a un flujo de 0,8 mL/min.



El espectrometro de masas fue operado en las mismas condiciones que el procedimiento I, solo que se barrié un

rango de 40 hasta 800 uma.

Proceso de identificacion y cuantificacion.
Las estructuras de los flavonoides fueron propuestas sobre la base del proceso de fragmentacidn general asi como

por las estructuras de flavonoides antes identificadas por RMN desde la muestra M-A.

En algunos casos se utilizaron estandares de referencia (isoliquiritigenina, medicarpina y vestitol) aislados

previamente, los cuales fueron cromatografiados para confirmar el tiempo de retencion y patron de fragmentacion.

La cuantificacion de los compuestos fue llevada a cabo por normalizacion interna del area bajo la curva de cada

pico cromatogréfico.

11.3.2. Cromatografia en Capa Delgada (CCD).

11.3.2.1. CCD como prueba de identificacion.

Céamara cromatografica.

Se utiliz6 una camara de vidrio de 21,5 cm de altura, 23 cm x 6 cm el area de la base y 28 cm x 13 cm el area de la
cara superior. La cdmara se situd en la campana del laboratorio y se trabaj6 a temperatura ambiente (25-29 °C). Se

estima un tiempo de saturacion de 30 min., aproximadamente.

Tipo de adsorbente.
Se emplearon placas de Silica gel GFas4 (0,20 mm; Macherey-Nagel) sobre soporte de aluminio para los analisis

cualitativos. Las placas no fueron activadas y presentaron dimensiones de 10x20 cm o de 10x10 cm.

Aplicacion de la muestra.
Se realizd una aplicacion por punteo con el uso de una microjeringuilla de 25 pL, efectuandose un secado

espontaneo de las aplicaciones.

Patrones utilizados
En el estudio se utilizaron un total de siete productos aislados y caracterizados por nuestro laboratorio, los cuales se
citan a continuacion.
» Nemorosona.
= (3S)-7,2'-dihidroxi-4'-metoxi isoflavano (vestitol). Producto 5
= (6aS,11aS)-3-hidroxi-9-metoxi pterocarpano (medicarpina). Producto 8

= (3S)-2'-hidroxi-4',7-dimetoxi isoflavano (isosativan). Producto 7



= 2',4,4-trihidroxi chalcona (isoliquiritigenina). Producto 1
= 7-hidroxi-4'-metoxi isoflavona (formononetina). Producto 3

= (-)-4',7-dihidroxi flavanona (liquiritigenina) Producto 2

Muestras estudiadas.
= Muestra M-1 (tipo I).
= Muestras de la A-G (tipo II).
= Muestra M-30 (tipo ).

Corrida o desarrollo del cromatograma.

Se desarroll6 una corrida ascendente utilizando como fase movil la mezcla hexano:acetato de etilo (7:3). Se
preparo a través de un simple proceso de mezclado. El hexano utilizado fue de la firma Riedel-de Haén y el acetato
de etilo de la firma Scharlau. El punteo se realizé a 1 cm del borde inferior y la corrida fue aproximadamente de 8

cm. La distancia entre cada punteo fue de 1 cm.

Después de la corrida, el secado de la placa se efectud a temperatura ambiente bajo la corriente de aire de la

campana.

Revelado e identificacion.
Se realizaron dos tipos de revelado, fisico y mixto. El revelado fisico se desarroll6 a travées de la luz ultravioleta, a
una longitud de onda de 254 nm.
Para el revelado mixto se utilizaron dos métodos:

1. Ce(S04),/H,S0O,y calor.
La disolucion de Ce(SQy,), se preparo de la siguiente forma: 12 g de Ce(SO,), se colocaron en un beaker (500 mL)
con 350 g de hielo y lentamente se adicionaron 40 g de H,SO,4 concentrado, la mezcla se agitdé con un agitador de

vidrio y se coloc6 en un bafio de agua (70 °C) hasta obtener una disolucién amarillo naranja.

Después de asperjar la placa se calent6 a una temperatura entre 105 y 110 °C de 3 a 5 min., hasta que se modificé

la apariencia de la misma.

2. Vainillina/ H,SO,y calor.
Se asperjé previamente la disolucion metandlica de H,SO,4 (50 %) y posteriormente la disolucion metandlica de

vainillina (1%).



De igual forma, después de asperjar la placa, se calent6 a una temperatura entre 105 y 110 °C de 3 a 5 min., hasta

aparicion de color.

11.3.2.2. CCD para monitoreo de fracciones.
Se emplearon placas con similares caracteristicas a las descritas en el epigrafe 11.3.2.1. Como fase mdvil se utiliz6
cloroformo-metanol (9:1) y como reveladores se usaron la luz UV (254 nm y 365 nm) y una disolucion de Ce

(SOy), y calor.

11.3.3. Andlisis fisico-quimico.

11.3.3.1. Resonancia Magnética Nuclear (RMN).

Los espectros de RMN se realizaron en un equipo Bruker DRX-300 o Bruker DRX-600. Se empled
tetrametilsilano (TMS) como referencia interna y como disolvente metanol deuterado (CD;OD o CD3;OD + 0,1 %
ATA) y cloroformo deuterado (CDCI3). Los datos de corrimiento quimico se expresaron en la escala delta (d) y las
constantes de acoplamiento se refieren en hertz (Hz).

A todos los productos se le realizaron los espectros: RMN *H, RMN **C, COSY, HSQC, y HMBC. Todas las

técnicas de RMN se desarrollaron segun los métodos descritos (Braun y col., 1996).

I1.3.3.2. Determinacion de la rotacion optica (o).
La rotacion dptica se midié en un polarimetro Perkin-Elmer, Norwalk, CT modelo 192, equipado con una lampara

de sodio (589 nm) y una celda de 10 cm. Como disolvente se empleé metanol.

11.3.3.3. Dicroismo Circular (DC).
Las mediciones de dicroismo circular se llevaron a cabo en un dicdgrafo J-710 (Jasco, Tokyo, Japon), empleando

metanol como disolvente.

11.4. Ensayo uterotréfico en ratas.

11.4.1. Preparacion de las muestras.

Las muestras para el ensayo farmacoldgico se prepararon disolviendo el extracto seco de la muestra M-A en
dimetil sulféxido (DMSO).

Se usaron tres dosis de propoleos 50 mg/kg, 250 mg/kg, y 500 mg/kg de peso. Ademas, se prepard una disolucion
de etinil estradiol (materia prima suministrada por la Empresa Laboratorio Farmacéutico “Reynaldo Gutiérrez”) la

cual se suministro a una dosis de 1,5 mg/kg de peso

11.4.2. Descripcion del ensayo.



El estudio se desarrollo en ratas inmaduras de la linea Wistar que poseian entre veinte y veintidds dias de nacidas,
las cuales fueron suministradas por el Centro Nacional de Produccion de Animales para Laboratorio (CENPALAB)
con un peso entre 60 y 70 g. Todas las ratas poseian su certificado de calidad, encontrandose aptas para realizar el

estudio.
Se sometieron a ensayo veinticinco ratas, que se dividieron aleatoriamente en cinco grupos de cinco ratas cada uno,

los cuales se muestran en la tabla VII.

Tabla VII: Grupos de tratamiento del ensayo uterotrofico.

Grupos Muestra Dosis (mg/kg)
I Propoleos 50
] Propoleos 250
i Propoleos 500
[\ Etinil estradiol 1,5
Vv DMSO -

Los animales fueron inyectados por via subcutanea, aplicandose un volumen de 0,2 mL por administracion, una

vez al dia.

Durante cuatro dias se mantuvieron con acceso al agua y a la comida de manera “ad libitum” y las condiciones de

luz y humedad fueron las descritas para la especie.

Los animales fueron pesados y sacrificados al quinto dia, veinte cuatro horas después del dltimo tratamiento. El
utero fue rapidamente aislado, se cortd el tejido conectivo y se pesd. La determinacién del peso del Utero se efectud

en correspondencia con el peso absoluto de cada rata.

Los datos se expresaron como la media £ DS y el procesamiento estadistico se realiz6 a través del analisis de

varianza, segun la prueba de “Student Newman Keuls”, con una probabilidad menor de 0,05.



CAPITULO I11. RESULTADOS Y DISCUSION

111.1. Obtencion del extracto de M-A.
La extraccion de la muestra M-A (35,6 g) por el método de maceracion se realizé seis veces durante una hora cada

una, con el objetivo de favorecer la maxima disolucion de los metabolitos presentes en la droga.

La seleccion de la maceracion como método de extraccion se debe a que es un método donde no se aplica calor que
pueda afectar la composicién quimica de la droga. Por otro lado, ocurre un proceso de disolucion y no una difusion

a través de tejidos.

El rendimiento del proceso fue de un 50 % dado que se obtuvieron 17,80 g de sustancias extraibles. El extracto

obtenido se someti¢ a diferentes métodos de aislamiento y caracterizacion.

111.2. Aislamiento y purificacion del extracto de M-A.

El esquema general de fraccionamiento se puede observar a continuacion, en la figura 6.

111.2.1. Cromatografia en Columna sobre Sephadex LH-20.
Se tomaron 3 g del extracto metandlico concentrado y se fraccionaron utilizando una columna cargada con

Sephadex LH-20, la cual logra la separacion por el mecanismo de exclusion molecular.

Se colectaron 90 fracciones de 10 mL, que se reunieron segun la similitud mostrada por CCD en ocho fracciones,
desde la 1/1-1/8. En la fraccion 1/4 se obtuvo un precipitado (0,624 g), el cual se caracteriz6 por técnicas de RMN

y se le denominé producto 3.

A continuacion, se tomd la fraccion 1/5, pues resulto la mas interesante dado que poseia el mayor peso (3,279 g).
Esta fraccion fue analizada por dos técnicas cromatogréficas diferentes, columna de Sephadex y CLMP.

El fraccionamiento por la columna de Sephadex se realizd bajo las mismas condiciones y en esta ocasion se
colectaron 70 fracciones de 10 mL cada una. Estas fracciones fueron agrupadas en 12 muestras (2/1-2/12) de

similar comportamiento cromatogréafico.

De este proceso de separacion resultaron de particular interés las fracciones 2/6, 2/7 y 2/9. En relacién a la fraccion
2/9 (335 mg), su purificacion continué con una cromatografia en columna abierta y la fraccion 2/7 (1,223 g)
continud con el fraccionamiento por cromatografia en columna a media presion. La fraccion 2/6 (0,372 g) presentd

una peculiar coloracion roja, su analisis prosiguié por CLAR (11)



111.2.2. Fraccionamiento por cromatografia en columna abierta.

La purificacion de la fraccion 2/9 (335mg), anteriormente obtenida de la columna de Sephadex, continud con una
cromatografia en columna abierta. La muestra, previamente adsorbida en silica, se sometio al fraccionamiento con
la utilizacion de diferentes mezclas de disolventes tal como se aprecia en la tabla VIII. Con el empleo de esta

técnica se llegé al aislamiento del producto 1.

De este proceso se obtuvieron 246 fracciones de 10 mL, las cuales se reunieron segun CCD en 35 fracciones, desde
la 3/1-3/35. La fraccion numerada como 3/12 se considerd Optima para su posterior caracterizacion por técnicas

espectroscopicas y se le denomino producto 1.

111.2.3. Fraccionamiento por cromatografia liquida a media presion (CLMP).

El proceso de purificacion de la fraccion 2/7, antes eluida desde la columna de Sephadex, continué con el
fraccionamiento por cromatografia en columna a media presion. Esta técnica permitié la obtencion directa de los
productos 2,5, 7,8y 9.

La muestra (1,223 g) se disolvid en acetona y se adsorbié en celite, para ubicarla en la parte superior de la

columna.

Se colectaron un total de 350 fracciones empleando una velocidad de flujo de 10 mL/min., utilizando como
disolventes: hexano, cloroformo y metanol, puros y en mezclas de diferentes proporciones, tal como se aprecia en
la tabla 1X. Las muestras colectadas se reunieron segun su similitud cromatografica en 32 fracciones, desde la 4/1-
4/32.

En esta ocasion, segiin monitoreo por CCD, se pudieron aislar directamente seis compuestos de las fracciones 4/1,
4/3, 4/5, 4/15, 4/16, los cuales se identificaron como productos 9 (4,2 mg), 7 (81,8 mg), 8 (194,9 mg), 5 (198,6 mg)
y 2 (15,6 mg), respectivamente. La elucidacion estructural de cada uno de ellos se desarroll6 por técnicas de RMN.

Se continud el analisis de las fracciones 4/6 y 4/8 por CLAR semipreparativa (1).

Por la técnica de CLMP se analiz6 también la fraccion 1/5 obtenida de la columna de Sephadex, de la cual se
tomaron 930 mg y se procedid de la misma forma antes comentada. La tabla X muestra los disolventes empleados

Yy Sus proporciones.

De este proceso eluyeron 460 alicuotas de 10 mL, las cuales se agruparon en 45 fracciones (5/1-5/45) por similitud

cromatografica. Las fracciones 5/13 (5,9 mg) y 5/21 (27,2 mg) se sometieron al proceso de purificacion por CLAR

(0.



111.2.4. Cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR) ().
Como otro paso del proceso de separacion y aislamiento se utilizd la CLAR semipreparativa, pues con esta técnica,
ademas de lograr la separacion de sustancias en mezcla, se pueden obtener cantidades suficientes de los productos

para desarrollar el analisis estructural. Las fracciones fueron analizadas bajo similares condiciones.

Dicha técnica cromatografica permitio la purificacion final de los productos 4, 6, 10, 11, 12y 13

Analisis cromatografico de la fraccion 4/6.

De la fraccién 4/6 se tomaron 60 mg y se inyecto la disolucion metandlica, obteniéndose un total de seis sefiales.
Estas sefiales se colectaron en un total de 10 alicuotas, dado el corte realizado en varias de ellas, en aras de
garantizar compuestos totalmente puros. De esta corrida cromatogréafica se lograron purificar los productos 4 (3,6

mg) 12 (1,2 mg) y 13 (23,2 mg), los cuales se caracterizaron mediante técnicas espectroscopicas de RMN.

Anélisis cromatografico de la fraccién 4/8.
La fraccion 4/8, con un peso de 17 mg, se disolvio en metanol y se inyect6 en el equipo de CLAR. En esta ocasion

se colectaron 2,9 mg del producto 11, el cual fue caracterizado por técnicas de RMN.

Andlisis cromatogréfico de la fraccion 5/13.
Se tomaron los 5,9 mg obtenidos por CLMP y, previa disolucion en metanol, se inyect6 la muestra en el equipo. El
cromatograma exhibio seis sefiales, correspondiendo una de ellas al producto 10 (2,4 mg), el cual posteriormente

fue analizado por técnicas de RMN.

Anélisis cromatografico de la fraccién 5/21.
La corrida cromatografica de esta fraccion (27,2 mg) se realizd en disolucion metandlica, bajo las mismas
condiciones antes sefialadas. De la columna se colectaron un total de diez fracciones, correspondiendo la Ultima de

ellas (5,5 mg) con el compuesto denominado producto 6; este fue caracterizado por técnicas de RMN.

111.2.5. Cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR) (I1).
Este método cromatografico se utiliz6 para el analisis de la fraccion 2/6, antes obtenida del segundo

fraccionamiento por Sephadex LH-20, epigrafe 111.2.1

Independientemente de haberse utilizado la CLAR como método analitico, la técnica se emple6 también con
interés semipreparativo. Evidentemente, el proceso resultd mas engorroso por la necesidad de realizar un mayor

namero de inyecciones.



Sin embargo, se contaba con un detector ultravioleta visible, el cual daba la posibilidad de trabajar a valores de
longitud de onda (L) elevados (400 -800 nm); en ese rango se logré6 mejor diferenciacion entre los picos
cromatograficos y, por consiguiente, la obtencién de eluatos mas purificados.

En el cromatograma se pudieron obtener tres picos fundamentales; el correspondiente al tiempo de retencion (TR)

de 8,85 min. fue posteriormente analizado por técnicas de RMN y se le denominé producto 14

111.3. Andlisis estructural
El estudio quimico de la muestra M-A permitio el aislamiento y la caracterizacion de doce productos: una
isoflavona, tres isoflavanos, seis pterocarpanos, ademas de una chalcona y una flavanona. También se sugirio la

presencia de otros dos compuestos, una isoflavona y un isoflavonoide condensado con una chalcona (Figura 7).

La caracterizacion de cada uno de los metabolito se realizé segun las técnicas espectroscopicas de RMN *C, RMN
'H, COSY, HSQC y HMBC.

111.3.1- Producto 1.
El analisis espectroscopico de este producto permitio deducir la formula general C15H1,04, cuyo valor de indice de
deficiencia hidrogenionica (IDH) es diez, correspondiente con la presencia de ocho insaturaciones y dos cierres de

anillo.

El espectro RMN **C (Figura 8) muestra la presencia de trece sefiales, de las cuales una se corresponde con el
corrimiento quimico caracteristico de un grupo carbonilo conjugado (& 194,35). Se resalta la apariencia que

presentan las sefiales en 6 116,9 y 131,8, pues la intensidad de ambas sefiales es mucho mayor que las restantes.

En el espectro RMN *H (Figura 9) se puede observar que todas las sefiales se corresponden con protones olefinicos
0 aromaticos. Segun el analisis del espectro COSY (Figura 10), las sefiales de corrimiento quimico a 8 6,28 (d, 2,0
Hz); 6,40 (dd, 2,0 y 8,6 Hz) y 7,93 (d, 8,6 Hz) pertenecen a un mismo sistema de espines (AMX), en tanto las
sefiales de acoplamiento orto que resuenan en & 6,83 (d, 8,1 Hz) y 7,59 (d, 8,1 Hz), corresponden a un segundo

sistema de espines.

Solapado con esta Ultima sefial se encuentra otro proton en & 7,57 (d, 15,3 Hz), que por su constante de

acoplamiento debe ser un proton olefinico en posicion trans respecto al de 6 7,76 (d, 15,3 Hz).

La asignacién de los carbonos para ambos anillos se realiz6 a través de los espectros HSQC (Figura 11) y HMBC

(Figura 12); el fragmento estructural correspondiente a cada uno de ellos puede observarse a continuacion:
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Para el sistema AMX (anillo 1) la asignacion se realiza, ademas, por los efectos electronicos que tienen lugar en

este fragmento de la molécula.

Como se aprecia, los protones a & 6,28 y 6,40 sufren el efecto orto/para director que ejercen
los atomos de oxigeno, los cuales se conjugan con el anillo aromatico enriqueciendo
electronicamente los carbonos portadores de esos protones. Estos carbonos quedarian
apantallados con respecto al resto de las posiciones, provocando que sus protones resuenen

hacia campos altos.

Al anillo 11 se le asignan dos protones y dos carbonos con iguales valores de corrimiento.
Esto se debe a que en ese fragmento de la molécula existe un plano de simetria, lo cual provoca que tanto en el
espectro de RMN *C (Figura 8) como en el de RMN *H (Figura 9), dichas sefiales se observen con una intensidad
que resulta ser el doble de otras sefiales del espectro con igual multiplicidad. Por otra parte, la diferencia de
desplazamientos quimicos entre los dos protones sugiere la presencia de un atomo de oxigeno en posicion orto
respecto al proton de menor corrimiento quimico, por lo que se infiere la existencia de un sistema de espines tipo
AA'XX'.

Del andlisis anterior se deduce la existencia de una molécula de quince dtomos de carbono y no de trece como
realmente se observa en el experimento RMN *3C (Figura 8). Atendiendo al niimero de 4tomos de carbono y a la
existencia de dos sistemas de espines aromaticos y uno olefinico, se propone la asignacion estructural sobre la base
de una molécula tipo flavonoide, considerando, ademas, la amplia distribucion de estos metabolitos en la
naturaleza. Por otra parte, el hecho de que existan dos protones olefinicos (sistema AB) con una constante de
acoplamiento (*J=15,3 Hz), permite sugerir que el anillo C, caracteristico de los flavonoides, no existe y en su lugar

hay un residuo de tres &tomos de carbono, por lo que se trataria en particular de una chalcona.

La asignacion del fragmento olefinico de la molécula, se realizo a través de los

Hz7e /%'ﬂ espectros HSQC (Figura 11) y HMBC (Figura 12). El anélisis de los efectos
1456 electronicos de esta zona, hace notar que el proton de la posicion B queda
f_r‘ﬁ p’ , N desapantallado con respecto al de la posicion a, lo que confirma la existencia del

H
1943 || Yy 757 fragmento representado.



Ademas del agrupamiento carbonilo, existen tres atomos de carbono (5 161,5; 166,3; 167,4) que por sus valores de
corrimiento quimico deben estar enlazados directamente a un atomo de oxigeno. La posicion de cada uno de ellos

se realiz6 segun las interacciones mostradas en el experimento HMBC (Figura 12).

Por todo lo antes expuesto, se sugiere que el compuesto 1 se corresponde con una chalcona. En la siguiente
estructura quimica se sefialan las principales interacciones H-C del espectro HMBC:

Aunque las posiciones 4', 2' y a no pudieron ser asignadas
segun los experimentos anteriores, el compuesto se
corresponde con la isoliquiritigenina (2, 4, 4'-trihidroxi
chalcona), y la asignacion definitiva se realizO por
comparacion con el espectro de dicho compuesto informado
por Agrawal y Bansal en 1989.

La isoliquiritigenina es un metabolito natural que ha sido

aislado de especies tales como: Sophora tomentosa,
Dalbergia spp., Onobrychis vicifolia, Medicago spp.,
Machaerium spp., Lespedeza cyrtobotrya, Dahlia tenuicaulis, Dahlia variabilis, Glycyrrhiza glabra, Acacia spp.,
Platymiscium spp. y Cyclolobium, entre otras. Estd ampliamente distribuido en las familias Leguminosae y
Compositae y se le ha atribuido fundamentalmente actividad antineoplésica, antiinflamatoria y antifangica (Tamir
y col., 2001; Dictionary of Natural Products, 2003).

La figura 13 y la tabla X1 muestran las asignaciones dadas para el producto 1.

111.3.2- Producto 2.
El analisis de los experimentos de RMN permitié asignar al producto 2 la férmula general CisH1,0,4, la cual se

corresponde con un valor de IDH de diez (siete insaturaciones y tres cierres de anillo).

La zona alifética del espectro RMN 'H (Figura 14) esta representada por tres sefiales que resuenan a & 2,68 (dd, 2.9
y 16,9 Hz); 3,03 (dd, 13,0 y 16,9 Hz); 5,36 (dd, 2,9 y 13,0 Hz), las cuales se acoplan entre si segin el experimento
COSY (Figura 15).

La zona aromatica presenta cinco sefales, de las cuales las de ¢ 6,35 (d, 2,1 Hz), 6,48 (dd, 2,1 y 8,7 Hz) y 7,72 (d,

8,7 Hz) pertenecen a un mismo sistema de espines. Las dos sefiales restantes que muestran un acoplamiento orto y



resuenan a ¢ 6,81 (d, 8,5 Hz) y 7,31 (d, 8,5 Hz) se corresponden con otro sistema de espines aromaticos. Lo

anterior se confirma mediante el experimento COSY (Figura 15).

Haciendo un analisis de esta zona, se pudo concluir que el compuesto presenta dos sistemas de espines aromaticos,
AMX (1) y AAXX' (I1). Similar patron de sustitucion fue antes descrito para la isoliquiritigenina. La asignacion

segun el experimento HSQC (Figura 16) para ambos fragmentos, se presenta a continuacion:
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A diferencia del metabolito anterior, este producto presenta una zona alifatica, la cual estd constituida por tres
atomos de carbono. Uno de los carbonos se encuentra formando parte del grupo carbonilo, cuya sefial caracteristica
(8 193,2) se observo en el experimento RMN **C (Figura 17). Atendiendo al espectro HSQC (Figura 16), se

propuso el siguiente fragmento alifatico.
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Esta zona se compone de un grupo metino (CH), un metileno (CH>) y el grupo carbonilo. Teniendo en cuenta el
efecto desactivante que ejerce el heteroatomo sobre los carbonos adyacentes, contiguo a este se ubicara el grupo
que resuena hacia campos bajos (CH).

Integrando los fragmentos antes sugeridos y teniendo en cuenta el nimero total de atomos de carbono segun el
experimento RMN *3C (Figura 17), se deduce que el metabolito es un flavonoide derivado de la 2-fenilcromanona.
La siguiente estructura muestra las principales

interacciones H-C del espectro HMBC (Figura 18).

Debe notarse la presencia de tres carbonos cuaternarios
que resuenan hacia campos bajos (6 158,7; 1653 y
166,5). Sus valores de corrimiento quimico estan
justificados por el efecto desactivante que ejercen los

atomos de oxigeno unidos a ellos. La ubicacion de estos




carbonos y los restantes carbonos cuaternarios (6 114,7 y 131,1) se fundamenta por las interacciones a larga
distancia H-C deducidas del experimento HMBC (Figura 18).

De todo el analisis realizado se llegé a la identificacion de la molécula: 4',7-dihidroxi flavanona (liquiritigenina).

La figura 19 y la tabla XII muestran la propuesta estructural para este metabolito.

Este tipo de metabolito no presenta doble enlace entre los C-2 y C-3, lo cual propicia que sobre el C-2 se genere un
centro quiral. Si se hace un analisis de las J, 3, se deduce que el H-2 (J=13,0 Hz) presenta una interaccién diaxial
con el H-3 que resuena a 3,03 ppm, quedando la posicién ecuatorial para el fenilo y para el H-3 que presenta un

corrimiento a 2,68 ppm, tal como se representa a continuacion.

5,36

R- Anillo B

Segun la literatura (Slade, 2005), valores de constantes de acoplamiento (J,3) grandes entre el H-2 y el H-3 (ax)
indican que todas las flavanonas naturales estan termodindmicamente favorecidas cuando el grupo fenilo (anillo B)

se ubica en posicion ecuatorial. Esto implica que todas las flavanonas levorrotatorias poseen la configuracién 2S

La determinacion de la actividad optica, [a]p -37,3 (¢ 0,16, CH3OH) confirmé al compuesto como la (-)-

liquiritigenina, cuyos datos ([a]p Y RMN) coinciden con los informados por Youssef y col. en 1998.

La liquiritigenina ha sido aislada de diversos géneros de la familia Leguminosae, como por ejemplo: Centrolobium,
Dalbergia, Medicago, Umtiza, Zollernia, Onobrychis, Myroxylon, Peltogyne, Glycyrrhiza, Cicer y Platymiscium.
Este compuesto se ha valorado como agente antiinflamatorio (Dictionary of Natural Products, 2003).

111.3.3- Productos 3 y 4.
Los compuestos 3 y 4 pertenecen al grupo de los isoflavonoides y en particular son isoflavonas de formula general
C16H1204 y C16H1205 respectivamente, ambos con un valor de deficiencia hidrogenidnica de once (tres cierres de

anillo y ocho insaturaciones).

En el espectro de RMN *H (Figura 20) del producto 3 se aprecia una escasa zona alifatica, donde sélo una sefial
corresponde al compuesto, pues el resto resultan ser impurezas. Esta sefial resuena a 6 3,76 (s) y muestra las

caracteristicas propias de un grupo metoxilo.



Con valores de corrimiento quimico entre 6,8 y 8,3 ppm resuenan un total de seis protones de caracteristicas
olefinicas o aromaticas. En este caso el espectro COSY (Figura 21) sugiere la presencia de dos sistemas de espines,
en uno de los cuales se acopla la sefial a 6 6,97 con la de & 7,47, ambas como dobletes de 8,7 Hz. En el segundo
sistema se acoplan los protones a & 7,96 (d, 8,7 Hz) y 6,92 (d, 2,2 Hz). En esta ultima sefal la multiplicidad no
resulta clara, sin embargo, por la apariencia e intensidad de la misma, asi como por el acoplamiento con un doblete
de 3J=8,7 Hz, sugiere que en realidad debe ser un doblete de doblete que se presenta ligeramente solapado con la
sefial a 6,97 ppm. Evidentemente, la sefial que completaria este sistema de espines seria el doblete que resuena a

6,86 ppm con una constante de acoplamiento de 2,1 Hz.

El espectro de RMN *3C (Figura 22) presenta un total de catorce sefiales incluyendo la del agrupamiento metoxilo.
Debe notarse que dos de las sefiales se presentan con una intensidad superior al resto, lo cual permite deducir que
uno de los sistemas de espines podria corresponder con un sistema AA'XX', caracteristico de un patrén de

sustitucion ya comentado anteriormente.

La propuesta estructural de cada unos de los fragmentos aromaticos se realizé con ayuda del experimento HSQC
(Figura 23) y se muestra a continuacion:

El fragmento I muestra un sistema de espines AMX, presente

6,86

también en lo compuestos antes caracterizados.

Realizando un analisis integral, segun la apariencia y nimero
de sefiales presentes en el espectro de RMN *C (Figura 22),
todo parece indicar que el tercer metabolito aislado también se

corresponde con un flavonoide. Ademas, la presencia de una

sefial caracteristica de grupo carbonilo (6 174,6) sugiere que
el anillo C del compuesto es del tipo y-pirona. La propuesta
estructural de este fragmento se presenta a continuacion:

g2 A este fragmento estructural se asigna el proton mas desblindado (5 8,28, s) del espectro

o 1;"9 de RMN *H (Figura 20), donde resulta evidente la baja densidad electrénica de su
C d entorno, provocada por los efectos electrénicos representados sobre el heterociclo. De lo
lﬁw anterior se puede sugerir la presencia de una isoflavona, pues la posicién del proton
(o adyacente al &tomo de oxigeno solo deja al grupo fenilo la posicion del sustituyente R.

Debe sefialarse que el carbono portador del sustituyente R debe presentar un valor de

corrimiento muy inferior a los carbonos que resuenan contiguos a él.



Fusionando cada uno de los fragmentos

estructurales comentados y con el apoyo del espectro
HMBC (Figura 24), se llega a la

estructural.

siguiente  propuesta

Como puede observarse, las 1587 OCH3 376 posiciones

correspondientes a los carbonos H cuaternarios
portadores de oxigenos poseen 697 valores elevados de
corrimiento  quimico:  157,2; 158,7 y 162,3 ppm.
Existen otros tres carbonos cuaternarios que resuenan hacia campos altos (116,3; 123,0 y 123,9 ppm). Cada uno de

ellos se ubica atendiendo a las interacciones a larga distancia H-C (Figura 24).

Finalmente, la asignacién estructural del producto 3 se presenta en la figura 25 y en la tabla XIIl. Su nombre
quimico es: 7-hidroxi-4'-metoxi isoflavona (formononetina). Este metabolito fue identificado por Cuesta-Rubio

(2001) en una muestra de propoleos rojo, procedente también de la zona de Pinar del Rio.

El compuesto 4, que presenta una estrecha relacion estructural con la formononetina, slo muestra cinco sefiales de
protones (Figura 26). Una de ellas se aprecia en 8,11 ppm, lo cual constituye una sefial caracteristica para la

posicion 2 de las flavonas.

Este compuesto solo difiere de la formononetina en el patron de sustitucion que presenta el anillo A. En este caso
dicho anillo muestra un sistema de espines AB, dihidroxi sustituido, con los protones en posicion meta. La
presencia de un grupo oxigenado en el C-5 debe provocar un ligero desplazamiento de la sefial del grupo carbonilo
hacia campos bajos, debido a la formacion de puentes de hidrogeno. La presencia de este grupo carbonilo no pudo
ser confirmada con los experimentos realizados. Este comportamiento, aunque no deseado, es comun a carbonos

cuaternarios con tiempos de relajacion grandes.

Dada la poca cantidad aislada de este producto fue imposible realizar el espectro de RMN **C, por lo que los datos
espectroscopicos se dedujeron de los experimentos RMN 2D y por comparacion con la literatura (Agrawal y
Bansal, 1989; Chang, 1994).

Se propone entonces que el producto 4 se corresponda con el compuesto de homenclatura quimica: 5,7-dihidroxi-
4'-metoxi isoflavona (biocanina A). La confirmacion de este metabolito precisa la realizacion del RMN *3C y/o de

la espectrometria de masas (EM).



111.3.4- Productos 5,6y 7.

Los productos 5, 6 y 7 mostraron caracteristicas muy similares en la zona alifatica del experimento de RMN *H y
RMN 3C. Segin el analisis correspondiente, los tres compuestos también pertenecen a la familia de los
flavonoides, se corresponden con isoflavanos de formula general C16H1604 para los compuestos 5y 6 y C17H1804
para el producto 7. Los tres metabolitos presentan un valor de IDH=9, propio de la presencia de seis insaturaciones
y tres cierres de anillo. Teniendo en cuenta la similitud estructural que estos productos exhibieron, el analisis
estructural detallado solo se desarrollard con el producto 5. De igual forma, sélo se presentan los espectros de

RMN de este ultimo y los datos espectroscéopicos de los productos 6 y 7 se resumen en tablas.

Atendiendo a los espectros de RMN *3C (Figura 27) y RMN *H (Figura 28) del producto 5, se pudo observar la
presencia de una zona aromatica y otra alifatica. Segtn el espectro de RMN **C (Figura 27), se observan cuatro

carbonos alifaticos y doce carbonos aromaticos, para un total de dieciséis &tomos de carbono.

En relacion a la zona alifatica, existen cinco protones, ademas del agrupamiento metoxilo (& 3,69), los cuales se
corresponden con dos metilenos (CH,) y un metino (CH). El grupo CH; con un 8¢ 71,1 es el mas desblindado, por

lo que se deduce su union a un elemento electronegativo (oxigeno).

Unido a este carbono segun el espectro HSQC (Figura 29) se encuentran los protones a & 3,91 (t, 10,0 Hz) y el de §
4,20 (m). Este ultimo se acopla con el protdn a 6 3,42 (m), correspondiente al grupo CH y con el proton metilénico
a 2,75 (dd, 6,0 y 15,0 Hz). El proton metilénico restante aparece a & 2,90 (dd, 6,0 y 15,0 Hz), quien también
muestra picos cruzados con el proton a 6 3,42 (m). Los acoplamientos protdnicos y las asignaciones de los protones
correspondientes a cada agrupamiento se pudieron deducir de los experimentos HSQC y COSY, figuras 29 y 30,
respectivamente. Segun el analisis anterior, se dedujo el siguiente fragmento estructural:

391 342 2,75
H H H

O =k St

H R H
4,20 2,90

Con relacion a la zona aromatica, segin la apariencia de los espectros RMN *H (Figura 28), HSQC (Figura 29) y
COSY (Figura 30), se pueden observar las sefiales de seis protones: dos dobletes con acoplamiento orto, dos con
acoplamiento meta y otros dos con multiplicidad de doblete de doblete; estas Ultimas se presentan ligeramente

solapadas.

El anlisis de los experimentos anteriores permite sugerir la presencia de dos sistemas de espines aromaticos AMX,

en los cuales cada anillo presenta tres protones. Los protones a & 6,22 (d, 2,4 Hz); 6,30 (dd, 2,4 y 9,0 Hz); 6,83 (d,



9,0 Hz) corresponden a un sistema de espines y los protones a & 6,38 (d, 2,4 Hz); 6,35 (dd 2,4 y 9,0 Hz); 6,92 (d,

9,0 Hz) pertenecen al segundo sistema de espines aromatico. Integrando los resultados obtenidos se proponen los

siguientes fragmentos estructurales:
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Segn el espectro de RMN *3C (Figura 27) existen cuatro sefiales a & 156,4; 157,2; 157,4 y 160,8 que indican la

presencia de cuatro funciones oxigenadas enlazadas a estos carbonos, correspondiendo una de estas al grupo

metoxilo (OCHy3).

Teniendo en cuenta: el nimero de atomos de carbono presentes en la molécula, el valor de deficiencia

hidrogenidnica, la presencia de dos anillos arométicos y de una porcidn alifatica, asi como los compuestos antes

caracterizados del extracto en estudio, se propone que la estructura del compuesto analizado se corresponda a la de

un isoflavonoide.

Atendiendo a las principales interacciones mostradas en el experimento HMBC (Figura 31), la disposicién de los

anillos 1 y 11 y de los carbonos cuaternarios es la que se presenta.

Si bien se ha podido definir que los carbonos cuaternarios de
las posiciones 2' y 4' forman parte del anillo B, con los datos
experimentales no es posible ofrecer una asignacion
definitiva, para lo cual hubiera sido de gran utilidad la técnica
NOESY. Sin embargo, experiencias practicas y datos
informados en la literatura (Agrawal y Bansal, 1989),
muestran que generalmente en sistemas aromaticos
sustituidos por grupos OH y OCHpg, el carbono de la posicion
4' suele salir a mayor valor de corrimiento quimico que el de

la posicion 2'.



Para este tipo de metabolitos, la presencia de un sustituyente oxigenado en la posicion 2' es una caracteristica
comun para la mayoria de los isoflavanos identificados y guarda relacion con el origen biosintético (Williams y
col., 1989).

La asignacion del producto 5 se presenta en la figura 32 y tabla XIV. La estructura inferida se corresponde con el
7,2'-dihidroxi-4-metoxi isoflavano (vestitol). Los metabolitos estructuralmente relacionados con el vestitol,
neovestitol (6) e isosativan (7), se muestran en la tabla XV.

Todos los isoflavanos aislados presentan una zona alifatica muy similar, con valores de dy entre 3,91-4,06 (H-2ax);
4,20-4,35 (H-2ec); 3,42-3,52 (H-3ax); 2,90-3,02 (H-4ax) y 2,75-2,91 (H-4ec), asi como senales de 6c 69,9-71,1
(C-2), 31,7-33,1 (C-3) y 30,2-31,4 (C-4).

Resulta un elemento caracteristico la apariencia de la sefial correspondiente al H-2ax, la cual se observa como
triplete (t), aunque en realidad es un doblete de doblete (dd) con igual constante de acoplamiento (%J y 3J).
Precisamente este valor de 3] deja implicita la disposicion axial-axial con respecto al H-3. De igual forma sucede
con los protones correspondientes al C-4 donde ambos exhiben apariencia de doblete de doblete (dd), solo que la 3J
del H de mayor corrimiento quimico posee un valor entre 6-14 Hz, indicativo de una disposicion diaxial con

respecto al C-3.

El neovestitol (2',4'-dihidroxi-7-metoxi isoflavano), producto 6, presenta igual formula molecular que el vestitol,
solo difieren en la ubicacién de los sustituyentes. Estos metabolitos se consideran isomeros de posicion, pues en

este compuesto el grupo metoxilo se ubica sobre el C-7 a diferencia del vestitol que lo tiene sobre C-4".

El isosativan (7) difiere del vestitol y del neovestitol en la presencia de un grupo OCHj; adicional. Aunque se
conoce que existe un OCHj3; sobre los carbonos 7 y 4' (84 3,78 y 3,77), la asignacion especifica del corrimiento

quimico de cada uno no pudo ser definida.

Esta molécula reafirma la sugerencia antes realizada para el vestitol, pues el C-4' suele resonar a campos mas bajos
que el C-2'. Este producto 7 tiene igual patrdn de sustitucion en el anillo B que el producto 5 y como se muestra en

la (tabla XV), el C-4' se aprecia en 159,0 ppm mientras que el C-2' resuena en 154,2 ppm.

Para estas tres moléculas se puede observar la presencia de un carbono asimétrico en C-3, lo cual sugiere dos

posibilidades enantioméricas para cada uno de los productos analizados.



La determinacion de la actividad Optica no es suficiente para asignar la configuracion absoluta de estas moléculas.

Para este proposito se realizo el espectro de dicroismo circular (DC) (Figura 33).

Los tres isoflavanos aislados exhiben un Efecto Cotton negativo en la zona comprendida entre 283-289 nm y
positivo en la zona entre 240-246 nm, lo cual indica que la configuracion del C-3 es S, segln se reporta en la
literatura (Slade y col, 2005). Los compuestos se corresponden entonces con: (3S)-7,2'-dihidroxi-4'-metoxi
isoflavano (vestitol) 5, (3S)-2',4'-dihidroxi-7-metoxi isoflavano (neovestitol) 6 y (3S)-2'-hidroxi-4',7-dimetoxi
isoflavano (isosativan) 7; los valores de actividad optica [a]p +5,02 (¢ 1,06, CH30H) (5), [a]p -24,08 (c 0,07,
CH30H) (6) y [a]p +7,5 (c 0,51, CH30H) (7) confirman dicha asignacion.

La conformacion mas favorable del anillo C es en a forma de media
silla, lo cual se asume por analogia con el ' ciclohexano. La
presencia en el ciclohexeno de un doble enlace, hace ¢ ° 3 : que los atomos del
carbono Sp, y sus carbonos adyacentes se sitlen en a./ ° ! 2 Je un mismo plano (C-

1, C-2, C-3 y C-6), tal como se precia en esta representacion. Los
hidrogenos u otros atomos unidos a los C-4 y C-5 ocupan las
posiciones axial y ecuatorial, sin embargo, los sustituyentes unidos

a los C-3 y C-6 adoptan las posiciones pseudo-axial (2") o pseudo-ecuatorial (e") (Eliel, 1985).
Segun estudios realizados por difraccion de rayos X, se plantea que los sustituyentes en posicion e o €' suelen ser

mas estables que los de la posicion a 0 a'. Teniendo en consideracion lo antes planteado, se representan las dos

conformaciones posibles y para cada una de ellas la configuracién mas estable. La linea engrosada considera al

Hec‘/x 4/Hax' %;%%/Hec‘
0] 0
w Heg: HQM ﬂHax'
A H R-anillo B B

ax Hay

anillo A.

Realizando un andlisis integral de la *J,5 y *J34y la configuracién absoluta del C-3 (notacién S) segiin DC, la

conformacion de los isoflavanos aislados se corresponde con el conférmero B.

Ambos enantiomeros del vestitol (R y S) han sido identificados en plantas pertenecientes a la familia Leguminosae,
subfamilia Papilionoideae, en las cuales suele presentarse como fitoalexina. El vestitol es un metabolito también

aislado de la especie Glycyrrhiza glabra y se ha demostrado su actividad inhibitoria del crecimiento de la bacteria



Helicobacter pylori. Por tal motivo pudiera ser efectivo en el tratamiento de las ulceras pépticas (Fukai y col.,
2002).

El neovestitol es un metabolito menos comun y ha sido aislado de las hojas de Dalbergia sericea, especie también

perteneciente a la familia de las Leguminosae (Dictionary of Natural Products, 2003).

El isosativan fue identificado por Cuesta-Rubio (2001) en una muestra de propdleos rojo cubano. Sin embargo, se
determina ahora por primera vez su configuracion absoluta a través de la técnica de DC. Ha sido aislado de la
especie Dalbergia ecastophyllum y es una fitoalexina de las especies Medicago scutellata, Medicago rugosa y

Trifolium spp. (Dictionary of Natural Products, 2003).

111.3.5- Productos 8-13.

El proceso de aislamiento permitié obtener también seis metabolitos correspondientes al grupo de los
pterocarpanos. De forma similar al analisis realizado para los isoflavanos, sélo se discute en detalle la
caracterizacion estructural de un pterocarpano (producto 8). El resto de los productos (9-13) se analizan de forma

comparativa y sus datos de RMN se resumen en una tabla.

El anélisis de cada uno de los experimentos de RMN permitié sugerir para el producto 8 la formula general
C16H1404, correspondiente a un IDH de diez, el cual responde a seis insaturaciones y cuatro cierres de anillos.

Los pterocarpanos muestran una zona alifatica caracterizada por dos grupos metinos y un metileno. Segun el
espectro de RMN 'H (Figura 34) de este producto, la zona alifatica muestra cinco sefiales, siendo una de ellas (5
3,78, s) caracteristica de un grupo metoxilo. Se aprecia una sefial con apariencia de multiplete, la cual segln
andlisis posteriores se puede dividir en dos sefiales parcialmente solapadas con corrimientos quimicos a & 3,55 y
3,57. Més desblindadas se presentan dos sefiales a 6 4,25 (m) y & 5,51 (d, 6,2 Hz), que segun el espectro COSY

(Figura 35) se acoplan con la sefial a 6 3,57 y 3,55, respectivamente.

Para esta zona alifatica se realizo la asignacion C-H para cada sefial, considerando el experimento HSQC (Figura
36) y se pudo concluir que dicho fragmento estd formado por dos grupos metinos que resuenan a ¢ 40,6 y 79,9 y
que se encuentran unidos a los protones a & 3,55 y 5,51, respectivamente. Un tercer grupo se corresponde con el
carbono metilénico (CH;) que resuena a & 67,4 y al que se unen los protones a & 3,57 y 4,25. El fragmento

estructural propuesto es el siguiente.



425 355 55 La ubicacion de los atomos de carbono de mayor corrimiento quimico esta en

H . . . . p
correspondencia con el efecto desblindante que ejercen los &tomos de oxigeno

é 674| 40MJW791JW % adyacentes a ellos.

En la zona aromatica se observan seis sefiales entre & 6,36 y 7,33 ppm. Del
analisis de los espectros COSY (Figura 35) y HMBC (Figura 37) se pudo deducir que las senales a 6 6,36 (d, 2,4
Hz), 6,54 (dd, 2,4y 8,4 Hz) y 7,33 (d, 8,4 Hz) pertenecen a un sistema de espines, diferente de las sefiales a & 6,42
(d, 2,2 Hz), 6,49 (dd, 2,2y 8,1 Hz) y 7,21 (d, 8,1 Hz).

En este caso los sistemas de espines aromaticos tienen igual apariencia, 6,36 721

por lo que los fragmentos correspondientes a ellos solo difieren en los

valores de corrimiento quimico. Con el apoyo del espectro HSQC (Figura RN

36) se pudo llegar a la siguiente asignacion:
110,7

Teniendo en cuenta que el espectro de RMN C (Figura 38) mostrd H

132,9
6,54

dieciséis sefiales, incluyendo la del grupo metoxilo, y los antecedentes de

la presencia de flavonoides en otras fracciones de esta muestra de 7,33
propodleos, se sugiere realizar la asignacion sobre la base del esqueleto de

estos metabolitos.

La siguiente propuesta estructural se fundamenta en el analisis de las interacciones H-C del experimento HMBC
(Figura 37) y en los efectos electrénicos que producen los heteroatomos (oxigeno).

Si bien se deduce que sobre los carbonos a & 79,9 y 6 161,6 deben existir atomos de oxigeno, cabe la posibilidad de
estar en presencia de un isoflavan 4-ol o de un pterocarpano. En este sentido, la presencia en la naturaleza de los
isoflavan 4-ol es bastante limitada y algunos de los reportes que al respecto existen no son de productos de origen
natural sino semisintético. Por esta razén, no existen estudios detallados y sistematicos de sus espectros y

estructuras (Wahala y col., 1997).



Por todo lo anterior, la figura 39 y la tabla XVI sugieren la asignaciéon del producto 8 sobre la base de un
pterocarpano, cuyo nombre quimico es: 3-hidroxi-9-metoxi pterocarpano (medicarpina). Este metabolito esta

presente en muchas especies de Legumimosas Y es el pterocarpano de mayor distribucion en la naturaleza.

Cuesta-Rubio, en el 2001, logré identificar este metabolito, sin embargo la asignacion se efectud sobre la base de
un isoflavan-4 ol. Logicamente, los efectos que sobre las posiciones 4 y 2' existen, se atribuyen a la presencia de

sustituyentes oxigenados, los cuales en ambos casos estarian presentes.

Con similares caracteristicas estructurales, se presentan otros cinco compuestos (9-13), cuyos datos
espectroscopicos se muestran en la tabla XVI1.

La zona alifatica de estos metabolitos presenta 6y entre 4,25-4,32 (H-6a), 3,56-3,66 (H-6p), 3,50-3,62 (H-6a) y
5,43-5,56 (H-11a), asi como &c entre 65,4-67,9 (C-6), 39,5-41,3 (C-6a) y de 77,4-80,2 (C-11a). Las sefiales
correspondientes a los protones de la posicion 6B y 6a, en la mayoria de los pterocarpanos, se presentan
ligeramente solapadas. Sin embargo, cuando se realiza el experimento de RMN *H en cloroformo deuterado

(CDClg), como es el caso del compuesto 12, se logra buena resolucion.

La asignacion axial (B) o ecuatorial (o) para los protones de la zona alifatica se realiza sobre la base de sus

constantes de acoplamiento a dos y tres enlaces.

Generalmente, la sefial perteneciente al H-6a se presenta como multiplete y la del H-6p tiene apariencia de triplete
(t), aunque en realidad es un doblete de doblete (dd) con igual constante de acoplamiento. En este ultimo caso, la
3J6ﬁ,6a presenta un valor que oscila entre 10,1 y 11,0 Hz para todos los pterocarpanos, esto indica que estos protones
presentan una interaccion diaxial. En relacion a la 3J6(,,6a, ésta muestra valores entre 4-5 Hz, indicativo de una

interaccion ec-ax.

En todos los pterocarpanos aislados se observa el sistema de espines aromaticos AMX, al parecer caracteristico
para la mayoria de los productos identificados en la muestra M-A. Los metabolitos del 8-12 presentan este tipo de
sistema en el anillo A y los compuestos 8, 9y 13 en el anillo D.
H
R @ O  Los productos 11 y 12 muestran en el anillo D un sistema AB donde las sefiales de

o cada uno de los protones se observa como singlete (s), ya que se ubican en posicion

© para uno respecto al otro, tal como se observa en la estructura. En ambos casos el 6y y

H

AB (11, 12)



d¢c del metino en posicion 10, estan influenciados por el efecto o/p director de los &tomos de oxigeno que se ubican
sobre los C-9 y C-10a.

Existe otro sistema de espines arométicos AB en los productos 10 y 13 pero, en esta ocasion, las sefiales protonicas
presentan una apariencia de doblete (d) con una 3J de 9,8 Hz (anillo D, compuesto 10) y 8,3 Hz (anillo A,

compuesto 13).

Independientemente del andlisis de los efectos electrénicos que ejercen los tres oxisustituyentes y por las
interacciones H-C de los experimentos HMBC, este sistema puede presentarse de tres formas posibles, como se

muestran a continuacion.

AB (10, 13)
Segln datos practicos de la literatura especializada (Agrawal y Bansal, 1989), cuando sobre el anillo B de
cualquier flavonoide se sitian dos protones en posicion orto y tres atomos de oxigeno consecutivos; el corrimiento
quimico del atomo de carbono intermedio es significativamente menor que los dos C adyacentes. En este caso
pudiera sugerirse que el doble efecto orto logra un mayor efecto blindante que la combinacién de un efecto orto y
uno para. En todos los casos se presentan oxisustituyentes (OCH3; u OH) en posicion 9y 3.

Estos compuestos presentan dos centros quirales en las posiciones 6a y 11a que propician la existencia de cuatro
enantiomeros. Sin embargo, en la naturaleza s6lo se ha encontrado la fusion cis, la cual se ha demostrado que es

energéticamente mas favorable que la fusion trans (Szarvas y col., 2000).

Para determinar la configuracion absoluta de cada uno de estos compuestos se realizé el espectro de DC, en el cual
se analiz6 el EC correspondiente a la banda Ly y *L.. Se pudo concluir que los metabolitos 8 y 9 poseen la
configuracion 6aS, 11aS (dextrorrotatorios), pues se observa un Efecto Cotton positivo entre 236-238 nm y
negativo entre 287-294 nm (Figura 40). Los compuestos del 10-13 muestran un comportamiento inverso por lo que

la configuracién asignada a ellos es 6aR, 11aR (levorrotatorios) (Slade y col., 2005).

Segun Slade (2005), en este tipo de productos naturales pueden existir dos conformaciones. Sin embargo, se

prefiere aquella donde el anillo de pirano (anillo B) se aproxima a una media silla con el anillo D en posicion



pseudo-ecuatorial. Este hace que los Hep Y Heq S€ oOrienten en posicion pseudo axial y pseudo ecuatorial,

respectivamente (confomeros Ay B).

No obstante, la orientacion que muestra el anillo C en el conférmero A evita ademas la interaccidn estérica entre el

0O-11 vy el H-1, de ahi que la conformacion A resulte la de menor energia y por tanto la mas estable.

El andlisis antes realizado de las *Jsga Y 2Jsa11a puede confirmar la conformaciéon maés favorable para estas
moléculas. Los conférmeros A y B muestran la disposicion espacial para 6aR, 11aR-pterocarpanos. En el caso de

los 6aS, 11aS- pterocarpanos, las posibilidades se asocian con las correspondientes imagenes especulares.

Los compuestos del 9-13 tampoco son metabolitos nuevos, aunque si menos comunes que la medicarpina. Aunque
los datos espectroscopicos fueron reportados con anterioridad (Kurosawa Yy col., 1978; Bezuidenhoudt y col.,
1987; Tanaka y col., 1998; Stadler y col., 1994), los referidos a los espectros de RMN *H y RMN *3C de los
compuestos 6, 7 y 9-12 se asignan en esta ocasion sobre la base de técnicas modernas de resonancia magnética
nuclear bidimensional. Ademés, se informan por primera vez los datos correspondientes al espectro de RMN *C
del vesticarpan (10) asi como la configuracién absoluta del (6aR,11aR)-3-hidroxi-8,9-dimetoxi pterocarpano (12).
La tabla XV I muestra los pterocarpanos caracterizados segun el anélisis realizado mediante las técnicas de RMN,
DCYy [a]p.

La confirmacion o determinacién de la configuracion absoluta tanto de isoflavanos como de pterocarpanos, sobre

la base de los espectros de DC, resulta una informacion novedosa que brinda este trabajo.

111.3.6- Producto 14.
El altimo de los metabolitos identificados se corresponde con un compuesto polifendlico, derivado del grupo de los

isoflavonoides.



La asignacion estructural se realizo sobre la base los experimentos de RMN y por comparacion con el compuesto
denominado retusapurpurina A, pigmento rojo aislado de la especie Dalbergia ecastophyllum, de formula

molecular C3oH»605.

En el espectro de RMN *H (Figura 41) realizado al producto se pudieron observar siete sefiales alifticas, dos de

ellas son singletes correspondientes a agrupamientos metoxilos (6 3,81 y 4,07). Las cinco sefiales restantes se

encuentran formando parte de dos grupos metilenos [1CH,: & 2,91(d), 3,37 (solapada) y 1CHy: & 4,37 (d) y 4,40

(d)] y un grupo metino (CH). Este Gltimo caso se pudo deducir del experimento HSQC (Figura 42), pues en el
RMN *H la sefial queda solapada con el singlete a 6 3,81.

La multiplicidad de la sefiales de esta zona no resulté de gran utilidad, pues la apariencia de las sefiales quedo algo
distorsionada, lo cual impidié la asignacion de las posiciones o y B de los protones alifaticos. De igual forma el
experimento COSY (Figura 43) s6lo mostrd la interaccion entre los H a 8 2,91 y 3,37. Sin embargo, con la
experiencia practica de los isoflavanos antes caracterizados, la presencia de dos grupos metilenos y un metino

sugiere la existencia de un residuo tipo isoflavano.

La zona aromaética presentd un total de once sefiales. Esta informacion sugirié la existencia de una molécula con

espines aromaticos, pero no exactamente un flavonoide de quince atomos de carbono como los antes identificados.

Del experimento COSY (Figura 43) se pudieron deducir al menos tres sistemas de espines aromaticos, dos AMX y
uno AA'XX'. Los espectros RMN *H (Figura 41), HSQC (Figura 42) y COSY (Figura 43) sugieren los tres

sistemas que se presentan a continuacion.

670
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Del experimento HMBC (Figura 44) se pudo inferir que el metino a dc 100,9 pertenecia al sistema de espines I,
pues mostraba picos cruzados con el H a 6 6,75. Por otra parte el doblete a oy 6,37, aunque no dio interacciones H-
H o H-C con alguno de los grupos hidrocarbonados del sistema, se ubica en el sistema de espines aromatico 111
por su multiplicidad y su constante de acoplamiento “J = 2,0 Hz. Estos sistemas de espines parecen ser

caracteristicos de los compuestos antes identificados.



El experimento de RMN **C (Figura 45) exhibi6 un total de 38 sefiales, nimero no representativo de los productos
naturales mas frecuentemente identificados. Sin embargo, resulta probable que el compuesto esté acompafiado de
algunas impurezas, lo cual hace un poco mas engorrosa la asignacion estructural. Por tal razén, se hizo una
busqueda bibliogréafica, dirigida hacia metabolitos considerados como pigmentos rojos y fue realizada la asignacion

sobre la base de la estructura propuesta por Czako y Marton en el 2001 (retusapurpurina A).

Atendiendo a las interacciones H-C que se observan en el experimento HMBC (Figura 44) y sobre la base del

nucleo estructural de la retusapurpurina A, se propone para el producto 14 la siguiente estructura molecular.

Todo el andlisis realizado permitié sugerir que el pigmento rojo aislado podria corresponderse con la

retusapurpurina A (Figura 46), cuyos datos espectroscopicos se presentan en la tabla XI1X.

En relacion a la asignacion realizada para el C-4'a, debe tener un valor de corrimiento muy similar al dc
correspondiente al C-3'. Esta suposicion se realizo sobre la base de la interaccion H-C mostrada entre el H-8' (5
7,48) y la sefial a d¢c en 116,7. Logicamente, dicho proton no debe mostrar picos cruzados con el C-3', pues se
ubican a cinco enlaces. Si, ademas, se compara el valor de dc de las posiciones 3' y 4a en el producto que sefiala la
literatura, se podra apreciar que solo difieren en 0,35 ppm, similitud reafirmada por los efectos electronicos que

existen sobre ambos carbonos.

La retusapurpurina A se puede presentar en diferentes formas tautomericas; en esta ocasion se identifico la forma
protonada, pues el experimento RMN *3C no mostré ninguna sefial que sugiriera la presencia de grupo carbonilo.
Como se puede observar en la figura 47, la Unica estructura donde no existe el agrupamiento carbonilo es la forma
protonada. En este caso los experimentos de RMN se realizaron en medio acido (CD3;OD, 0,1% ATA) para

favorecer la forma protonada.



Como se puede apreciar, esta molécula presenta un alto nivel de conjugacidon entre las multiples insaturaciones que
posee, lo cual genera efectos batocromicos. Esto justifica el uso de valores de longitud de onda elevados en la
CLAR (epigrafe 111.2.5) para lograr la identificacion y separacion del resto de las moléculas presentes en la

fraccion.

Este compuesto fue el primero informado dentro de los isoflavanos de 30 C, pertenecientes a un grupo
relativamente pequefio de productos naturales. Se describen como isoflavonoides condensados con una chalcona.
El caso particular que se analiza debe surgir por acoplamiento oxidativo entre el isoflavano neovestitol (2',4'-
dihidroxi-7-metoxi isoflavano) y la 4,4'-dihidroxi-2'-metoxi chalcona, como se muestra a continuacion (Czaké y
Mérton, 2001).

= 2' A'-dihidroxi-7-metoxi isoflavano (neovestitol)

= 4 4'-dihidroxi-2'-metoxichalcona

Esta molécula s6lo presenta un centro quiral en el C-3, por lo cual podria generar dos enantiomeros (R y S). La

definicion de su configuracion absoluta, precisa de la realizacion del espectro de DC.

Aungue no pudo ser establecida la configuracion axial o ecuatorial de los protones alifaticos sobre la base de la 2J y
%], sf resulta evidente que la mayor estabilidad de esta molécula se debe lograr con la ubicacién del H-3 en posicion
axial, dejando la ubicacion ecuatorial para el anillo B del isoflavano condensado a la chalcona. Seguin experiencias

practicas, generalmente en los isoflavanos aislados el d2ax< d2¢c, mientras que el d4ax™> Ozec.



Este pigmento fue el Unico sugerido por ser el mayoritario en la fraccion analizada, sin embargo, existen otros que

precisan de posteriores estudios de aislamiento y caracterizacion.

Los cambios de coloracion observados al cambiar el pH de las disoluciones de retusapurpurina A 'y la absorcion a
longitudes de onda entre 490 y 560 nm se corresponden con las caracteristicas informadas para este tipo de
metabolito.

111.4. Andlisis de la muestra M-A por cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria de masas (CG-EM).
Para confirmar los resultados antes obtenidos, se decidio realizar otro estudio de separacion e identificacion al

extracto total de la muestra M-A, utilizando en esta oportunidad la CG-EM.

El desarrollo de la técnica se realiz6 segun se describe en el epigrafe 11.3.1.5 (Procedimiento 1), en el capitulo de

materiales y métodos.

Con el empleo de esta técnica se logro la identificacion y cuantificacién de la mayoria de los compuestos antes
dilucidados, sobre la base de técnicas de RMN y DC.

Para realizar este estudio, el extracto de la muestra en alcohol a 70 % se traté con BSTFA para formar los
trimetilsililderivados volatiles. Por tanto, los compuestos con grupos OH, presentaran un M* con 72 unidades de

masas por encima de su masa molecular, por cada grupo OH.

El cromatograma gaseoso correspondiente al extracto total de la muestra M-A se presenta en la figura 48. Como se
puede apreciar, se obtuvieron 67 picos de diferente intensidad. Para la mayoria de ellos se realizo el espectro de

masas por impacto electrénico (IE).

Con ayuda de la base de datos (NIST 98) por debajo de 60 minutos se identificaron algunos compuestos
minoritarios, los cuales se relacionan en la tabla XX. Estos productos forman parte de la composicion quimica
general de propdleos recolectados en cualquier zona geografica. Son fundamentalmente compuestos

polihidroxilados, azucares y acidos organicos.

Los flavonoides eluyeron entre 60,9 y 71,06 min. (Tabla XXI), donde pudieron ser identificados doce de los

compuestos antes caracterizados por RMN.

La identificacion de estos flavonoides se llevd a cabo a través del analisis de la fragmentacion caracteristica que

presentan los flavonoides, segun la reaccion de retro Diels-Alder (RDA). Las bases de datos en estos casos no



ofrecieron espectros de caracteristicas similares, a excepcion de la homopterocarpina, la cual si fue sugerida por la

espectroteca.

En el anexo se pueden apreciar los espectros de masas correspondientes a todos los compuestos identificados por

espectrometria de masas.

El espectro de masas del compuesto 1, identificado como isoliquiritigenina, mostré un idn molecular de baja
intensidad, siendo el fragmento M-15 el pico base del espectro. Este tipo de estructuras de cadena abierta no
ofrecen la reaccion de retro Diels-Alder, sino que suelen dar iones fragmentos impares, propios de rupturas simples

tales como la pérdida de un metilo.

En este caso para confirmar la estructura propuesta se cromatografié un estandar del producto aislado previamente,
coincidiendo el tiempo de retencién y los fragmentos obtenidos, lo cual permitid corroborar que inequivocamente

el pico 64 se correspondia con la isoliquiritigenina (1).

La (-)-liquiritigenina (2) (pico 51) muestra una fragmentacion caracteristica de la reaccion de retro Diels-Alder,

como se aprecia a continuacion.
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El i6n complementario de m/z 208 estd presente pero tiene poca intensidad, realmente se observa en forma

protonada a m/z 209, lo cual es muy habitual.

El i6n de m/z 192 se corresponde con el anillo B. Muy relacionada con esta sefial se observan otras dos de m/z 179,

pertenecientes al i6n tropilio sustituido y m/z 177 que representa la perdida de un grupo metilo a partir del m/z 192.

Un comportamiento muy similar se aprecia en los espectros de masas correspondientes a los picos 44, 47 y 48. En
este caso, el ion molecular y el fragmento originado tras la reaccion de RDA sugieren que el espectro del pico 44 se
corresponde con el (3S)-isosativan (7), el 47 con el (3S)- neovestitol (6) y el del pico 48 con el (3S)-vestitol (5). En



los tres casos se observa un hecho comun y es la presencia de un trio de sefiales [m/z 280, 267, 265 (6) y m/z 222,

209, 207 (5y 7)], que caracterizan de forma evidente las estructuras mencionadas.
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Llama la atencion gque en todos los casos el fragmento que se aprecia corresponde al anillo B, esto se debe a que

dicho anillo presenta una mayor cantidad de sustituyentes, los cuales actian como grupos estabilizantes.

Los datos espectroscopicos obtenidos para el vestitol, asi como el TR, fueron corroborados con los obtenidos para

su estandar de referencia, aislado con anterioridad.

La formononetina (3) confirma su presencia en el cromatograma a través del pico 57. En este caso el ion molecular
resulta ser el de mayor abundancia relativa. Como se observa a continuacion, la ruptura tipo RDA propicia la

formacion de ambos fragmentos idnicos, m/z 208 y m/z 132, asociados a los anillos A y B, respectivamente.
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Los espectros propuestos para los pterocarpanos, presentan un comportamiento en correspondencia con lo
planteado por Pelter y col. en 1965. La fragmentacion clésica de flavonoides, denominada retro Diels Alder, no
tiene lugar en pterocarpanos. Esto se debe a la estabilidad que le proporciona a la molécula el O-5, C-6 y el enlace

entre el C-6 y el C-6a.

Una caracteristica comuin de los pterocarpanos ante el impacto electronico es la formacion de iones intensos (M-1)"
y (M-15)", pues todas estas estructuras presentan grupos metoxilos.

En relacion a la (6aS,11aS)-medicarpina (8), constituye el segundo producto de mayor abundancia en el extracto de
la muestra M-A (12,99 %).

El pico 45 confirma la estructura de esta molécula, un pterocarpano donde el M*-342, constituye el pico base del

espectro, en tanto los fragmentos que de el se derivan no superan el 30 % de abundancia relativa.

Este comportamiento espectroscopico corrobora la alta estabilidad del ién molecular, no obstante, se efectu6 una
comparacion con un estandar aislado con anterioridad y existe total correspondencia entre el pico 45y el estandar

utilizado.

La (6aS,11aS)-homopterocarpina (9) se identifica del espectro correspondiente al pico 41, siendo los iones de m/z
148 y m/z 161 los iones caracteristicos de su fragmentacion. Este es el unico compuesto de los citados en la tabla

XXI que fue identificado por la base de datos de espectros.

Del grupo de los pterocarpanos se presentan tres estructuras con igual masa molecular (compuestos 10, 11 y 13)
por lo que debieran obtenerse tres espectros con igual ién molecular (M*-430). Con estas caracteristicas solo se

presentan dos espectros de masas, los correspondientes a los picos 52 y 58.



El pico 52 se sugiere corresponda al compuesto 13, en el cual aparecen los fragmentos m/z 148 y m/z 161,

asociados al anillo D.

El (6aR,11aR)-vesticarpan (10) y (6aR,11aR)-3,8-dihidroxi-9-metoxi pterocarpano (11) son isomeros de posicion
que solo difieren en el grupo hidroxilo presente en el anillo D, por lo que no sélo sus masas moleculares son
iguales, sino también los fragmentos que de ellos podrian originarse. Ambos compuestos podrian coeluir en el pico
58, observandose los fragmentos de m/z 219 y m/z 249 asociados a la molécula.

El ultimo de los pterocarpanos (producto 12) eluye en el pico 53, mostrando los fragmentos idnicos de m/z 178 y

m/z 191 correspondientes al anillo D.

A excepcion de la medicarpina (8), el resto de los pterocarpanos se presentan en bajas proporciones.

Con la espectrometria de masas se confirmé que estos productos son pterocarpanos y no flavan 4-ol, ya que en este

altimo caso el ién molecular, se incrementaria en 162 unidades de masas.

No son muchos los articulos cientificos que abordan la fragmentacion de pterocarpanos, por lo que la informacion
detallada de los principales fragmentos, resulta de gran interés como material de consulta. Algo similar ocurre para
los éteres de flavonoides trimetilsil derivados, cuyos patrones de fragmentacion se presentan por primera vez.

En el estudio realizado por CG-EM no pudieron confirmarse dos de los metabolitos previamente identificados por
RMN, la biocanina A (4) y la retusapurpurina A (14), seguramente debido a la pequefia concentracion en que los
mismos se encontraban en el extracto analizado. En este sentido, se sugiere aislar una mayor cantidad de ambos
productos y confirmar la presencia del grupo carbonilo en la estructura del compuesto 4, el cual no se observo en
ninguno de los experimentos realizados.

El anélisis de los espectros de masas también permitid la identificacion de otros flavonoides de caracter minoritario
(Tabla XXI1'y Figura 49). De estas estructuras sélo se pudo definir la férmula general y los sustituyentes asociados
a cada anillo, no asi su posicion exacta. Se puede asegurar que pertenecen al grupo de los flavonoides, pues en

todos los casos se observo una fragmentacion tipo RDA caracteristica en estos metabolitos.

Por otra parte, en todas las estructuras propuestas, ambos anillos presentan sustituyentes oxigenados. Segun la

literatura consultada, se sugiere su ubicacidn sobre los posiciones 5, 7, 2' y/o 4'.

Para la asignacion estructural definitiva de estos compuestos, se precisa el uso de las técnicas de RMN, pues las

estructuras sugeridas en estos casos podrian ser 2-fenil o 3-fenil derivados.



I11.5. Analisis comparativo de siete muestras de propdleos, por CG-EM.
Después de haber realizado el estudio de caracterizacion del propdleos M-A, procedente de la Coloma, provincia

de Pinar del Rio, se procedio al estudio por CG-EM de otras seis muestras de propoleos rojos cubanos.

Aunque el propoéleos rojo no presenta una amplia distribucion geogréfica, al menos se pudo contar con muestras de
tres provincias del pais: Pinar del Rio, Matanzas y Villa Clara.

Para este estudio se siguio la metodologia referida en el capitulo de materiales y métodos como procedimiento II.
El elemento més distintivo entre el procedimiento | y Il est4 dado en la longitud de la columna, pues en este Gltimo
es de solo 17 m. No obstante la menor longitud de la columna, la resolucion fue adecuada para realizar un buen

estudio cualitativo y cuantitativo de las muestras analizadas.

Al realizar el cromatograma gaseoso a cada una de las muestras, se pudo observar que las muestras A, B, Cy D
muestran un comportamiento cromatografico muy similar, en tanto los cromatogramas correspondientes a los
propdleos E, F y G presentan gran parecido entre si, pues por encima de los 37 min. se aprecian un conjunto de
sefiales antes no visualizadas. En la figura 50 se presentan los cromatogramas de las muestras C y G,

representativos de cada conjunto.

Por debajo de 29 min. en todas las muestras de propoleos se pudo detectar la presencia de polioles,

fundamentalmente glicerina (5,73 min.), D-fructuosa (17,63 min.) y D-glucosa (21,03 min.).

La zona comprendida entre 29 y 37 min. exhibe un comportamiento casi idéntico para todas las muestras. Es
precisamente en esta region del espectro donde eluyen los flavonoides identificados anteriormente.

En esta ocasion resulta interesante reflexionar sobre el hecho de que, siendo propdleos recolectados en sitios
geograficamente diferentes, su composiciéon quimica es muy similar. Esto lleva a pensar que las abejas que forman
este tipo de propoleos, deben recolectar exudados de la misma especie vegetal 0 especies con una estrecha relacion

quimiotaxonémica.

La figura 51 ilustra la superposicion de tres muestras (A, C y G) correspondientes a tres provincias diferentes.
Resulta interesante el comportamiento cromatografico casi idéntico que se observa en la region donde eluyen los
flavonoides. Este resultado sugiere, ademas, que los prop6leos rojos ricos en flavonoides 0 mas especificamente en
isoflavonoides, no son exclusivos de la provincia de Pinar del Rio, sino que se pueden encontrar también en

Matanzas y Villa Clara.



Analizando los espectros de masas correspondientes a la zona rica en isoflavonoides, se pudo observar que los
patrones de fragmentacion antes comentados para la muestra M-A, son reproducibles en el resto de los propdleos

rojos.

La tabla XXIII muestra la composicion y cuantificacion, referida a los flavonoides presentes en cada una de las
muestras en estudio. Resulta apreciable la similitud cualitativa que exhiben todas las muestras. En lo cuantitativo se
presentan algunas variaciones, que pueden estar influenciadas por factores como: la flora que rodea al apiario; los
factores farmacoergasticos (edad, clima, suelo, etc.) que puedan influir en la composicion quimica de las plantas de
donde la abeja realiza la colecta de exudados; la época del afio en que se realizd la obtencion de la muestra de
propodleos; asi como la concentracion de los extractos, lo cual puede incidir fundamentalmente en la deteccion de

los metabolitos de menor concentracion.

Como se puede observar, el vestitol y la medicarpina son los flavonoides mayoritarios en todas las muestras de
propodleos, juntos representan entre el 22,33 y el 48,18 % en los extractos totales.

Analizando el cromatograma gaseoso (Figura 51), a un TR de 30,02 min. se observa un pico cromatografico
simétrico, caracteristico de un compuesto puro. Sin embargo, en el mismo coeluyen la medicarpina y el isosativan.
Lo anterior se debe al empleo de una columna cromatogréafica de menor longitud (17 m), la cual si bien tiene la
ventaja de disminuir el tiempo de corrida cromatogréfica, también tiene el inconveniente de disminuir los platos
tedricos de la columna y consecuentemente afectar la resolucion del cromatograma. No obstante, con la columna
de 30 m se pudo lograr una adecuada separacion, mostrando que la diferencia en los tiempos de retencion entre los

picos correspondientes a ambos compuestos es pequeria.

Para confirmar la hipdtesis de que alrededor de los 30 minutos debian estar eluyendo los compuestos isosativan (7)
y medicarpina (8), se realizaron los cromatogramas ionicos de tres de las muestras estudiadas (A, C y G), los cuales

mostraron caracteristicas similares.

En esta técnica de procesamiento se rastrearon los iones moleculares de m/z 358 (7) y 342 (8). Como se puede
observar en la figura 52, el area del pico cromatografico integra ambos iones, lo cual permite confirmar la
presencia de ambos productos en las tres muestras de propoleos rojos. Ademas, se reafirma la idea de que al
disminuir la longitud de la columna cromatogréafica no se logra la resolucion total de estos metabolitos. Aunque no
fue posible realizar la cuantificacion individual de ambos compuestos, si se puede apreciar que la abundancia

relativa de la medicarpina es superior a la del isosativan.



Una situaciéon muy similar ocurre en el caso de la formononetina (3) y el producto 16, donde a igual tiempo de
retencion se cuantifican ambos metabolitos. Esta es la razon de los valores algo elevados que se refieren para el

producto 16 en la tabla XXIV, en contraste con los referidos para iguales metabolitos en las tablas XXI y XXII.

En relacion a la homopterocarpina (9), se identificd en todas las muestras pero no pudo cuantificarse, pues se

presenta en muy bajas concentraciones.

A un TR de 33,66 min. también se identificé en la mayoria de las muestras estudiadas, segun la base de datos
espectrales, la presencia del &cido lignocérico.

Por encima de los 37 min. las muestras de propdleos E, F y G exhibieron en comun un grupo de sefiales, las cuales
en su mayoria se identificaron segun la base de datos espectrales como triterpenos, fundamentalmente derivados

pentaciclicos del tipo  amirina y también derivados del nucleo del lupano.

De todo este andlisis cromatografico comparativo se puede concluir que el (3S)-vestitol, la (6aS,11aS)-medicarpina,
el (3S)-neovestitol y el (3S)-isosativan, constituyen los metabolitos mayoritarios en todas las muestras de
propoleos. Evidentemente, para poder generalizar estos resultados, se debe realizar el analisis de muestras de
propodleos rojos procedentes de otras regiones del pais. No obstante, los estudios realizados hasta el momento

permiten sugerir que estos compuestos sean los marcadores quimicos de los prop6leos rojos cubanos.

La determinacion de la fuente vegetal de donde provienen los metabolitos presentes en este tipo de prop6leos es un
aspecto de gran actualidad a escala internacional, pues no sélo reporta valor cientifico sino que, ademas, podria
permitir la explotacion del recurso vegetal con fines terapéuticos. Es importante recordar que una de las limitantes
que presenta el propoleos es el bajo rendimiento como producto apicola, por lo que llegar a la especie vegetal de

donde proviene posibilitaria la diversificacion de productos naturales con similar actividad terapéutica.

Realizando un analisis inverso, al conocer la fuente vegetal de la cual se abastece la abeja para formar un
determinado tipo de propdleos, podria el hombre propiciar determinados cambios en la flora que rodea la colmena,

con el objetivo de incidir indirectamente en la composicion quimica de un tipo de propdleos en particular.

También el trabajo con la especie vegetal podria contribuir a la determinacion estructural de aquellos metabolitos
que resultan minoritarios en los balsamos. De los exudados vegetales podrian obtenerse con mayor facilidad las

cantidades necesarias de estos productos, para el analisis posterior por técnicas de RMN.



La mayoria de los productos identificados se clasifican como isoflavonoides, los cuales tienen una limitada
distribucion en el reino vegetal, siendo fundamentalmente encontrados en la familia de las Leguminosae, con
mayor frecuencia en la subfamilia Fabaceae (Papilionaceae) y de forma ocasional en las subfamilias
Caesalpinaceae y Mimosaceae. Esto induce a pensar que la fuente vegetal de estos propdleos podria ser una o

varias especies de esta familia.

Resulta interesante el hecho de que los cuatro compuestos antes mencionados, pese a representar entre el 24,91 y el
58,95 % del extracto total, no son los responsables de la fuerte pigmentacion roja de las muestras analizadas.
Pigmentos como la retusapurpurina A podrian ser los metabolitos comprometidos con la fuerte coloracion roja, ain
presentandose en bajas concentraciones. Esta molécula, junto a otros isoflavonoides de treinta &tomos de carbono,
han sido identificados en diversas especies del género Dalbergia (Czaké y Marton, 2001), lo cual sugiere la

contribucion de este género a la composicion quimica de los propéleos rojos.

Una comunicacion reciente del Dr. Alejandro Estévez de la Universidad de Sao Pablo, Brasil, sobre la idea de que
la especie Dalbergia Ecastophyllum es la fuente vegetal de los propéleos rojos de Alagoas, Brasil, llevd a

reflexionar sobre el posible origen botanico de los propdleos rojos cubanos.

Las especies de Dalbergia pertenecen a la familia de las Leguminosae y se reconocen por presentar un lefio
profundamente pigmentado de variados colores.

Estudios quimicos de especies pertenecientes a dicho género informan de la presencia de metabolitos del grupo de
los flavonoides tales como isoflavonas preniladas, biochanin A e isoquiliritigenina. Segin Williams y Harborne
(1989), de la especie Dalbergia oliveri se aislaron pterocarpanos y de la D. ecastrophyllum también pterocarpanos,
isoflavanos e isoflavonas. Més recientemente, se ha identificado la presencia de oligdbmeros de neoflavonoides —

isoflavonoides e isoflavonoides — cinamilfenoles (Barraga y col, 2004).

Todo lo antes comentado sugiere que la fuente vegetal fundamental de los propdleos rojos es alguna especie del
género Dalbergia. Esta idea se sostiene al observar la resina del tronco de esta especie, la cual posee una

coloracion apreciablemente roja, como se muestra en la figura 53.

Recientemente, Trusheva y colaboradores (2006) realizaron un estudio sobre la composicion quimica de los
propoleos rojos brasilefios del estado de Alagoas, Brasil. En este trabajo se informa de la presencia de
isoflavonoides como medicarpina e isosativan. Ambos isoflavonoides son considerados como parte de los

marcadores de propdleos rojos cubanos.



En dicho articulo se sugiere que los propdleos rojos de Brasil y Cuba presenten similar origen vegetal. Resulta
importante destacar que adn siendo la resina de la Dalbergia ecastophyllum la fuente de estos propéleos, dicha
especie se desarrolla en lugares geograficamente diferentes. Los factores fundamentalmente extrinsecos pueden
provocar diferencias en la composicion quimica de la especie, incluyendo sus exudados. Evidentemente, bajo estas

condiciones los propoleos rojos también pudieran diferir quimicamente.

111.6. Estudio comparativo por CG-EM de los propoleos rojos de Cuba (M-A) y Brasil.
Para comprobar la hipotesis anterior se pudo analizar una muestra de propoleos rojo brasilefio de Alagoas,

haciendo uso de la CG-EM (procedimiento I1).

Se obtuvo un cromatograma total de caracteristicas muy similares a los antes obtenidos para cada una de las
muestras de propdleos rojos cubanos. La figura 54 muestra una comparacion entre la muestra M-A y dicho

propdleos rojo brasilefio.

Se puede apreciar que en ambos casos en la zona comprendida entre 30 y 35 min. eluyen los metabolitos

correspondientes a los isoflavonoides.

Realizando un andlisis detallado de los espectros de masas de cada uno de los picos, se pudo llegar a la
identificacion de once de los metabolitos antes identificados desde la muestra M-A. En la tabla XXV se establece

una comparacion cualitativa y cuantitativa entre el propéleos rojo cubano y brasilefio.

Independientemente que existe un 68,75 por ciento de coincidencia en cuanto a la composicion quimica cualitativa,
se puede apreciar que difieren cuantitativamente. En esta muestra de propoleos brasilefio, los metabolitos
mayoritarios concuerdan con los marcadores quimicos de los propoleos rojos cubanos, es decir el vestitol,
neovestitol, isosativan y medicarpina representan el 83,09 % del total de compuestos que eluyen en la zona de
analisis. Sin embargo, un elemento distintivo resulta ser la relacion existente entre la medicarpina e isosativan con
el vestitol. En la muestra brasilefia la mezcla medicarpina e isosativan es superior al vestitol, contrario a lo que

sucede en la muestra M-A.

En las condiciones de trabajo utilizadas, al igual que sucedié con los propdleos rojos cubanos, eluyen
conjuntamente el isosativan y la medicarpina. Para confirmar la presencia de ambos, se realizo también el

cromatograma ionico, siendo los resultados similares a los antes observados en las muestras A, C y G (Figura 52).

Aunque no fue posible detectar por CG-EM el pigmento rojo retusapurpurina A, se infiere su presencia por el color

de la muestra, sin dejar de pensar en la existencia de otras moléculas también consideradas como pigmentos.



Trusheva y colaboradores (2006) s6lo informaron de la existencia de los dos isoflavonoides mayoritarios en los
propbleos rojos brasilefios. Con este estudio por CG-EM se demuestra que ademéas de la medicarpina y el
isosativan, estan presentes el vestitol, el neovestitol, la liquiritigenina, la formononetina, el vesticarpan, el 3,8-
dihidroxi-9-metoxi pterocarpano, el 3,4-dihidroxi-9-metoxi pterocarpano, la isoliquiritigenina y el isoflavano

nombrado como producto 16.

Si bien estos datos sugieren que la fuente natural de donde la abeja recolecta los exudados vegetales es la misma,
no se descarta la posibilidad de que iguales especies al desarrollarse en condiciones climaticas diferentes, presenten

variaciones cualitativas y cuantitativas en su composicion quimica.

I11.7. Andlisis por CCD.

Reflexionando sobre la CG-EM, se puede plantear que es una técnica de gran valor, ya que posibilita la rapida
identificacion de los propdleos a partir de sus extractos totales, sobre todo cuando dichas materias primas han sido
caracterizadas previamente por técnicas de RMN. Sin embargo, esta tecnologia no es de facil adquisicion por los
laboratorios o entidades que analizan y procesan el propdleos con fines terapéuticos, pues el equipamiento es
sumamente costoso. Con esta premisa surge la idea de desarrollar un método analitico por CCD, cuya sencillez y
recursos necesarios para el desarrollo de la misma, hace factible su aplicacion en los laboratorios o entidades que

analizan y procesan el propoleos con fines terapéuticos y comerciales.

111.7.1. Caracterizacién por CCD de los tres tipos de propoleos cubanos hasta ahora definidos.

Estudios cromatograficos y espectroscopicos actuales realizados con 65 muestras de propéleos cubanos
procedentes de diferentes regiones del pais, han permitido agrupar los propéleos en tres grupos (Cuesta-Rubio y
col., 2007).

= Tipo I: Propbleos pardos que se caracterizan quimicamente por la presencia de nemorosona.

= Tipo II: Propoleos rojos, que como se ha demostrado es este trabajo en su composicion quimica prevalece la
presencia de isoflavonoides.

= Tipo IlI: Estos han sido menos estudiados en comparacion con los anteriores. No obstante, se conoce que en
sus extractos, generalmente amarillos, predomina la presencia de compuestos alifaticos como los alcoholes

triterpénicos y sus acetatos.



Para el estudio de identificacion se utilizé la nemorosona como estandar de referencia y se tomaron tres muestras
de propdleos M-1 (tipo I); M-B (tipo 11) y M-30 (tipo IlI), las cuales se analizaron bajo las mismas condiciones
cromatograficas. Dichas condiciones fueron debidamente validadas, considerandose la misma como una prueba de
identificacion selectiva y con un limite de deteccion para la nemorosona de 0,2 ug (Abbouch, 2007).

De cada una de las muestras analizadas se puntearon 2 pL y la aplicacion se realizo por duplicado. En la tabla

XXVI se puede apreciar la masa aplicada de cada muestra para este andlisis cromatografico.

La idea de utilizar la nemorosona como patron se debe a que es el componente mayoritario en aproximadamente un
40 % de las muestras en estudio. Ademas, es un metabolito que se obtiene con buen rendimiento a partir de la

resina floral de la especie Clusia rosea y resulta de facil purificacion.

Como se puede apreciar en los cromatogramas (Figura 55), bajo las condiciones de andlisis se pueden diferenciar
los tres tipos de propdleos que hasta el momento se han identificado en Cuba. En la figura 55 se sefialan las

manchas caracteristicas para cada uno de ellos.

El propdleos tipo | se caracteriza por la presencia de hemorosona como metabolito mayoritario. Resulta evidente
que las manchas que caracterizan el punteo 4 y 5 coinciden en distancia de corrida con el patron nemorosona, lo

cual confirma la presencia de este metabolito en este tipo de propoéleos.

En relacion al punteo 1y 2, se corresponde con los propéleos rojos (tipo 11). De estos prop6leos ya se conoce que
presentan isoflavonoides como composicion quimica mayoritaria. La corrida de esta muestra, en ambos punteos,
presenta cuatro manchas caracteristicas que salen a un Rfr inferior a 1, pues cada una de ellas revela por debajo del
patron nemorosona. Los Rfr de los cuatro marcadores quimicos de este tipo de propéleos son: 0,81; 0,74; 0,43;
0,32.

El ultimo tipo de propdleos correspondiente al grupo Il se caracteriza por la presencia de metabolitos de baja
polaridad. Los compuestos mayoritarios de sus extractos metandlicos pertenecen al grupo de los triterpenos
(Abbouch, 2007).

Los punteos 7 y 8 corresponden a los propoleos tipo Ill, como se puede apreciar, las manchas fundamentales de
este tipo de propoleos revelan por encima de la nemorosona, pues dadas las condiciones cromatogréaficas
empleadas los triterpenos corren muy cercanos al frente del disolvente con un Rfr por encima de 1 (Rfr=1,11).
Logicamente, estas manchas por si solas no permiten establecer la diferencia entre los tres tipos de propdleos, pues
se observan en los tres casos. Sin embargo, los elementos expuestos para los tipos | y Il hacen posible que el

propdleos clasificado como tipo 111 quede excluido de estos grupos.



La presencia de estructuras triterpénicas en todos los propéleos es algo caracteristico, no solo de propdleos
cubanos, sino también de otras regiones geograficas, pues estos metabolitos presentan una amplia distribucion en la

naturaleza.

Aunque en la muestra tipo 111 punteada se observa una mancha a menor distancia de corrida, ni su color después de
revelada, ni su Rfr, coincide con las dos manchas de propoleos rojo con similar distancia de corrida. Esta mancha
no representa una caracteristica peculiar de este grupo de propdleos, pues no se observa en todas las muestras de

propdbleos consideradas del tipo 111 (Abbouch, 2007).

Concluyendo, se puede apreciar en la figura 55 que, bajo las mismas condiciones de analisis, los tres tipos de
propbleos pueden ser diferenciados. De manera general en hexano:acetato de etilo (7:3), primero revelan los

isoflavonoides, le continta la nemorosona y finalmente los compuesto triterpénicos.

Se debe reflexionar sobre el hecho de que independientemente de que estas muestras de propdleos han sido
agrupadas por la similitud en sus componentes mayoritarios, podria presentarse una muestra cuyo origen vegetal

sea mixto y consecuentemente podrian visualizarse mezclas de metabolitos.

111.7.2. Andlisis cromatografico de las muestras de propdleos rojos (tipo II).

El anélisis cromatografico por CCD se le realizd a las muestras de la A-G. La tabla XXVII presenta las
caracteristicas de los veintitrés punteos realizados. Se aplicaron tres volimenes de cada muestra que oscilaron entre
0,5 y 3 uL. Como patrén o estandar de referencia se utiliz la nemorosona. Todas las muestras fueron analizadas
bajo las mismas condiciones cromatograficas antes descritas en el epigrafe 11.3.2.1, en el capitulo de materiales y

métodos.

En la figura 56 se presenta el comportamiento cromatografico después de haber efectuado el revelado con
Ce(S0,), y calor. Resulta apreciable la homogeneidad existente entre las siete muestras de propoleos rojos

analizadas, lo cual era predecible dado los resultados espectroscépicos y cromatograficos antes obtenidos.

Como puede observarse, se aplicaron tres cantidades crecientes de cada muestra de propoleos. Aungue en todos los
casos pudieron apreciarse las cuatro manchas caracteristicas de este tipo de propdéleos (tipo I1), la tercera aplicacion

fue la que mejores resultados mostro, correspondiéndose con masas de extracto entre 20 y 33 pg.



En relacion a la muestra M-F, los estudios de CG-EM sugirieron algunos fragmentos caracteristicos de la
existencia de nemorosona (ej. m/z 105). Si se observa detenidamente el cromatograma, podra notarse la presencia
de una mancha en M-F a igual Rf que el patron nemorosona. Este resultado confirma la presencia de nemorosona

en esta muestra de propéleos rojo.

Independientemente de que la muestra M-F presente caracteristicas cromatogréficas propias de un propoleos rojo,
en estos productos no se descarta la existencia de un origen vegetal mixto. Si se tiene en cuenta que la especia
Clusia rosea presenta una amplia distribucion geografica, resulta I6gica la existencia de estas especies dentro del

ecosistema que rodea el apiario de donde procede este prop6leos en particular.

111.7.3. Andlisis de la muestra M-A contra patrones aislados.

En el estudio se utilizaron seis productos naturales (patrones) aislados a partir de la muestra M-A, los cuales dada
la poca cantidad disponible de cada uno de ellos, fue imposible trabajarlos a una concentracion definida. También
se utilizd6 nemorosona, la cual fue obtenida a partir de la resina floral de Clusia rosea. Se punted una masa

correspondiente a 4 pug contenida en 2 pL.

En la placa se puntearon estos seis compuestos y el patron nemorosona. Para la identificacion de estos metabolitos
en las muestras de propdleos rojos, se cromatografiaron ademas 2 pL de las muestras de propdleos M-A (34,20 pg)
y M-F (34,60 pg).

Con ambos reveladores se obtuvieron buenos resultados, pues se logran visualizar todos los patrones y las manchas
caracteristicas de las muestras. Sin embargo, con la vainillina se genera una gama de colores muy significativa, que

permite una mejor asociacion de los metabolitos del extracto con los patrones punteados (Figura 57).

Como se puede observar, en ambos cromatogramas pudieron ser identificados tres de los productos considerados
como indicadores cromatogréaficos en capa delgada de los propéleos rojos: el isosativan (7), la medicarpina (8) y el

vestitol (5).

Resulta evidente la presencia de los patrones 1 y 2 en las muestras, sobre todo por la significativa coloracion
amarilla, pero dada la analogia estructural de ambos metabolitos, no fue posible observar una adecuada resolucién
entre las manchas. La isoliquiritigenina (1) es una chalcona dihidroxilada y la liquiritigenina (2) es el analogo
estructural, donde la cadena abierta se ha ciclado para formar el anillo C correspondiente a una flavanona.



Respecto a la formononetina (3), al realizar la segunda corrida (B) se observo la cromatoplaca a la luz ultravioleta a
254 nm, siendo esta la forma en que revela dicho compuesto. La formononetina corre muy cercana al compuesto de
menor Rfr, lo que resulta caracteristico para los propdleos rojos, pero con un valor de Rfr ligeramente superior.

La determinacion del Rf absoluto para identificar una sustancia en cuestion posee algunos inconvenientes, debido a
la incapacidad que existe de reproducir las condiciones analiticas iniciales. Pudiera citarse, por ejemplo, las
variaciones entre las placas cromatogréficas de lotes diferentes (para un mismo fabricante); el estado de saturacion
de la camara; la técnica de aplicacion de la muestra; la distancia de corrida; etc. Por tales razones se prefirio la

determinacion del Rf relativo (Rfr), donde se minimizan o anulan estos factores de variabilidad.

El andlisis quimico del propdleos es una herramienta que resulta muy conveniente para lograr preparaciones
farmacéuticas con calidad. Ademas, al definir quimicamente un propoéleos, se estd definiendo su actividad
bioldgica especifica, lo cual favorece la adecuada orientacion de los profesionales que lo prescriben, asi como de

las personas que lo consumen.

Respecto a la actividad biolégica, como cualquier otro tipo de propoleos, éste resulta de gran utilidad como
antimicrobiano. Sin embargo, si se tiene en cuenta la composicion mayoritaria (isoflavonoides) de los propdleos
rojos cubanos e incluso de los propéleos rojos de origen brasilefio, sin duda este producto natural sugiere una
actividad terapéutica muy peculiar, actividad estrogénica. Compuestos como la formononetina y biochanina A han
demostrado poseer esta accion farmacoldgica (Cornwell y col., 2004).

111.8. Determinacion de la actividad fitoestrogénica del propoleos rojo (M-A).
Analizando la composicion guimica mayoritaria de los propdleos rojos cubanos (isoflavonoides) y los posibles
efectos bioldgicos que podrian presentar, evidentemente la accién fitoestrogénica es la més relevante que para ellos

se sugiere.

Los fitoestrdgenos se consideran compuestos vegetales, no esteroideos, con accidén estrogénica y han sido
utilizados como terapia alternativa para la menopausia. También se indican para reducir la osteoporosis y el riesgo
de enfermedades cardiovasculares, asi como disminuir fundamentalmente el riesgo de cancer de mama y prostata
(Cornwell y col., 2004).

Si bien pueden producir efectos beneficiosos para la salud humana, también podrian inducir trastornos endocrinos,
pues se ha comprobado que en animales pueden provocar infertilidad, lesiones del higado y alteraciones de la
funcién hepatica, similares a las encontradas en mujeres que toman anticonceptivos orales en altas dosis (Allug,
2001).



Existen diversos ensayos “in vivo” ¢ “in vitro” que pueden medir esta actividad bioldgica (Song y col., 2002). En
este caso se selecciond el ensayo uterotréfico en ratas inmaduras con veintidos dias de nacidas, tratadas por via

subcutanea. La tabla XXVIII y figura 58 muestran los resultados del estudio uterotréfico realizado.

Al analizar el peso uterino de los cinco grupos de tratamientos se puede notar que los que tuvieron el menor peso
uterino fueron aquellos a los que se les aplicd el propoleos rojo y los de mayor peso uterino fueron los tratados con
el etinil estradiol. Este ultimo resultado es l6gico ya que se conoce que el etinil estradiol tiene efectos sobre los

receptores del Utero provocando aumento de su peso.

Por otra parte, el control negativo empleado (DMSQO) difiere del grupo IV y de los grupos tratados con el
propoleos, lo cual indica que el producto que se estudia tiene efecto sobre los receptores del Gtero, disminuyendo

Su peso.

La relacion peso del Gtero con respecto al peso del animal (peso relativo), tuvo un comportamiento similar al peso
del érgano aislado, en los cinco grupos de tratamientos.

Este resultado demuestra que independientemente de las dosis administradas, algunos de los metabolitos presentes
en el propoleos rojo podrian actuar como antagonistas estrogénicos a nivel de los receptores presentes en el Utero o
incluso podrian de alguna manera afectar la accion hormonal de tipo estrogénica. De hecho, se conoce que los
fitoestrogenos acttan como moduladores selectivos de la respuesta estrogénica (Cornwell y col., 2004).

Evidentemente, este resultado podria incentivar estudios farmacodinamicos y farmacocinéticos posteriores, que

permitan determinar la forma en que acttan los metabolitos presentes en los propéleos rojos.

Aungue no son pocos los trabajos publicados sobre la actividad fitoestrogénica de diversos productos naturales, si
resultan escasos los relacionados con propdleos para dichos fines. Segin un estudio realizado por Song y col.
(2002), en el cual se determind la posible actividad estrogénica de propéleos coreanos, se llegé a la conclusion que
poseia una actividad estrogénica debil. En dicho articulo no se hace alusion a la composicion quimica del
propbleos utilizado, aspecto que resulta de gran importancia si se tiene en cuenta que no todos los productos
naturales pueden interactuar con los receptores estrogénicos. No obstante, aunque en algunos estudios sobre
propdleos coreanos estandarizan sobre la base de compuestos polifendlicos y flavonoides (Ahn, y col., 2004; Choi
y col., 2006), la literatura generalmente adjudica la actividad estrogenica a determinados metabolitos como:

isoflavonoides, lignanos, estilbenos y algunos flavonoides peculiares como la 8-prenil naringenina.



Recientemente, se ha informado también sobre la capacidad que pueden tener los fitoestrogenos de actuar como
antivirales. Se considera que estos metabolitos tienen la capacidad de inhibir la tirosina- quinasa y la DNA-
topoisomerasa, mecanismos por los cuales pueden ser efectivos contra enfermedades virales tales como el dengue,

el herpes simple o la influenza (Martin y col., 2007).

Evidentemente, aunque se cuenta con un producto natural de gran valor bioldgico, se precisan otros estudios que
avalen la efectividad terapéutica del propoleos rojo cubano, asi como su relacién beneficio-riesgo.

Con esta investigacion queda demostrada la necesidad de estudiar la composicién quimica de cualquier producto
natural, aunque su uso tradicional date de muchos siglos atras. La flora mundial es muy diversa y mucho de ella

queda por investigar.



DISCUSION GENERAL

Para desarrollar este trabajo se conté con siete muestras de propdleos rojos de origen nacional y una muestra de

propdleos rojo de procedencia brasilefia.

Se comenzd con el aislamiento y caracterizacion de una muestra de propoleos rojo procedente de la Coloma,
provincia de Pinar del Rio, a la cual se le denomind M-A. Se realiz6 un proceso de extraccion por maceracion, del

cual se obtuvo un 50 % de rendimiento.

El empleo de técnicas cromatograficas tales como: cromatografia en columna (Sephadex LH-20, CC abierta,
CLMP, CLAR y CG-EM) y CCD, permitieron el fraccionamiento del extracto total y el aislamiento de doce
productos naturales. Ademas, se sugirio la existencia de otros dos productos, para los cuales se precisan los
espectros de masas que confirmen las estructuras deducidas por RMN. Los catorce metabolitos identificados por

técnicas espectroscopicas modernas se muestran a continuacion.
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Vestitol  R;=H, Ry=H, R3=Me (5) Medicarpina R=H 8) Vesticarpan ~ R;=H, R,=H, R3=OH (10)
Neovestitol Ry=H, R;=Me, R3=H (6) Homopterocarpina R= Me (9) 3,8-dihidroxi-9-metoxi pterocarpano Ry=H, R,=OH, Rg=H  (11)
Isosativan R;=Me, Ry=H, Rs=Me (7) 3-hidroxi-8,9-dimetoxi pterocarpano R;= H, R,=OCH3,Rs=H (12)

3,4-dihidroxi-9-metoxi  pterocarpano Ry=OH, R,=H, Rz=H  (13)

Retusapurpurina A (14)

La confirmacion o determinacion de la configuracion absoluta, tanto de isoflavanos como de pterocarpanos, se

realizd sobre la base de los espectros de DC, lo cual resulta una informacion novedosa que brinda este trabajo.



La técnica de CG-EM no sélo confirmo la presencia de la mayoria de estos productos naturales, sino que, ademas,

permitio la identificacion de otros flavonoides minoritarios, los cuales se muestran a continuacion.
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2| %
3

Productos  Anillo A Anillo B Productos AnilloA AnilloB
16 -OH -OH, -OMe(2) 15 -OH  -OH,-OMe
17 -OH (2) -OH,-OMe
18 -OH(2) -OH
19 -OH -OH, -OMe(2)

De estas estructuras solo se pudo definir la formula general y los sustituyentes asociados a cada anillo, no asi su
posicion exacta. Se puede asegurar que pertenecen al grupo de los flavonoides, pues en todos los casos se observo

una fragmentacion tipo RDA, caracteristica en estos metabolitos.

No son muchos los articulos cientificos que abordan la fragmentacion de pterocarpanos, por lo que la informacion
detallada de los principales fragmentos resulta de gran interés como material de consulta. Algo similar ocurre para
los éteres de flavonoides trimetilsil derivados, cuyos patrones de fragmentacion se presentan por primera vez.

Los catorce compuestos aislados y caracterizados, incluso los cinco productos sugeridos por CG-EM, no resultan
nuevos productos naturales. A excepcion de los metabolitos 3, 7 y 8, el resto de los productos naturales se

identifican por primera vez desde prop6leos de cualquier origen geografico.

Se desarrollé un estudio de caracterizacion de los extractos totales de siete muestras de propéleos cubanos por CG-
EM y se pudo observar que las muestras A, B, C y D muestran un comportamiento cromatografico muy similar, en
tanto los cromatogramas correspondientes a los propdleos E, F y G presentan gran parecido entre si, pues por
encima de los 37 min. se aprecian un conjunto de sefiales que se corresponden fundamentalmente con la presencia

de estructuras triterpénicas.

De todo este analisis cromatografico comparativo, se pudo concluir que el (3S)-vestitol, la (6aS,11aS)-medicarpina,
el (3S)-neovestitol y el (3S)-isosativan, constituyen los metabolitos mayoritarios en todas las muestras de
propdleos, por lo que estos compuestos pueden ser considerados como los marcadores quimicos de los propoleos

rojos cubanos.



Resulta interesante el hecho de que, siendo propdleos recolectados en sitios geograficamente diferentes, su
composicién quimica es muy similar. Esto lleva a pensar que las abejas que forman este tipo de propd6leos deben

recolectar exudados de especies vegetales idénticas o, de lo contrario, con una estrecha relacién quimiotaxonémica.

Respecto a la determinacion de la fuente vegetal de donde provienen los metabolitos presentes en este tipo de
propoleos, la mayoria de los productos identificados se clasifican como isoflavonoides, los cuales tienen una
limitada distribucion en el reino vegetal, siendo fundamentalmente encontrados en la familia de las Leguminosae.
Esto induce a pensar que la fuente vegetal de estos propéleos podria ser una o varias especies de esta familia.

Resulta interesante el hecho de que los cuatro compuestos antes mencionados, pese a constituir los productos
mayoritarios, no son los responsables de la fuerte pigmentacion roja de las muestras analizadas. La retusapurpurina
A (14) es uno de los metabolitos responsables de la coloracion roja y el mismo ha sido aislado de la especie
Dalbergia ecastophyllum, perteneciente a la familia Leguminosae, por lo que pudiera ser ésta la especie vegetal

fundamental que contribuye a la composicion quimica de los propoleos rojos.

Se realizo, ademas, un estudio comparativo entre la muestra M-A y una muestra de propoleos rojo brasilefio. En
este estudio se demostro la presencia de medicarpina, isosativan, vestitol, neovestitol, liquiritigenina,
formononetina, vesticarpan, 3,8-dihidroxi-9-metoxi pterocarpano, 3,4-dihidroxi-9-metoxi pterocarpano,

isoliquiritigenina y el isoflavano nombrado como producto 16.

En esta muestra de propéleos brasilefio, los metabolitos mayoritarios concuerdan con los marcadores quimicos de
los propdleos rojos cubanos, es decir, vestitol, neovestitol, isosativan y medicarpina. Sin embargo, un elemento
distintivo resulta ser la relacion existente entre la medicarpina e isosativan con el vestitol. En la muestra brasilefia

la mezcla medicarpina e isosativan es superior al vestitol, contrario a lo que sucede en la muestra M-A.

Después de todo el estudio de caracterizacion realizado, se desarroll6 un método analitico por CCD, cuya sencillez
y recursos necesarios para el desarrollo del mismo hace factible su aplicacion en los laboratorios o entidades que

analizan y procesan el prop6leos con fines terapéuticos.

Se empled como fase estacionaria placas de silica gel GF,s4 (0,20 mm) sobre soporte de aluminio para los analisis
cualitativos. Se desarroll6 una corrida ascendente utilizando como fase mavil la mezcla hexano:acetato de etilo en
proporciones 7:3 y dos reveladores: Ce(SO4)2/H,SO4 y calor y vainillina/ H,SO,4 y calor. Como estandar de

referencia se utilizé nemorosona. Se estimd un tiempo de saturacion de la camara de 30 min.

Con estas condiciones, se logro diferenciar las muestras de prop6leos rojos de otras dos muestras correspondientes

a propoleos ricos en nemorosona (tipo 1) y propdleos ricos en triterpenos (tipo I11). También se observo que todas



las muestras rojas cromatografiadas presentaban cuatro manchas caracteristicas que revelan a un Rfr entre 0,78 y

0,28, aproximadamente.

El estudio con seis patrones aislados a partir de M-A (vestitol, medicarpina, isosativan, isoliquiritigenina,
formononetina y liquiritigenina) demostré que tres de las manchas caracteristicas de estos propdleos se

correspondian con tres de los metabolitos mayoritarios: vestitol, medicarpina e isosativan.

Por ultimo, se realiz6 un estudio biologico preliminar para demostrar la actividad estrogénica de los propdleos
rojos, a través del ensayo uterotrofico en ratas inmaduras tratadas por via subcutanea. Se obtuvo como resultado
que algunos de los metabolitos presentes en el propoleos rojo podrian actuar como antagonistas estrogénicos a
nivel de los receptores presentes en el Utero o podrian de alguna manera afectar la accion hormonal de tipo

estrogenica.

Este efecto bioldgico se le atribuye fundamentalmente a los isoflavonoides, los cuales poseen la peculiaridad de

actuar como fitoestrogenos que modulan selectivamente los receptores estrogénicos.



CONCLUSIONES

1.
.
°

El estudio quimico de la muestra M-A permitio el aislamiento y la caracterizacion de doce compuestos:
Una chalcona, la 2',4,4'-trihidroxi chalcona (isoliquiritigenina).
Una flavanona, la (-)-4',7-dihidroxi flavanona (liquiritigenina).
Una isoflavona, 7-hidroxi-4'-metoxi isoflavona (formononetina).
Tres isoflavanos de configuracion 3S, el 7,2'-dihidroxi-4'-metoxi isoflavano (vestitol), 2',4'-dihidroxi-7-
metoxi isoflavano (neovestitol) y 2'-hidroxi-4',7-dimetoxi isoflavano (isosativan).
Seis pterocarpanos, (6aS, 11aS)-3-hidroxi-9-metoxi pterocarpano; (medicarpina); (6aS, 11aS)-3,9-dimetoxi
pterocarpano  (homopterocarpina); (6aR,11aR)-3,10-dihidroxi-9-metoxi  pterocarpano  (vesticarpan),
(6aR,11aR)-3,8-dihidroxi-9-metoxi  pterocarpano, (6aR,11aR)-3-hidroxi-8,9-dimetoxi pterocarpano vy
(6aR,11aR)-3,4-dihidroxi-9-metoxi pterocarpano).
Se sugirio, ademas, la presencia de 5,7-dihidroxi-4'-metoxi isoflavona (biocanina A) y de retusapurpurina A,
para las cuales se precisan otros experimentos que confirmen la masa molecular deducida por técnicas de
RMN.
Todos los metabolitos identificados no constituyen nuevos productos naturales, pero a excepcion de la
medicarpina, isosativan y formononetina, si son aislados por primera vez desde propéleos rojos de cualquier
origen geogréfico.
La GC-EM confirmd la presencia de flavonoides en los propdleos rojos cubanos, asi como la homogeneidad en
cuanto a su composicion quimica, independientemente de la zona geogréfica de recoleccién. El (3S)-vestitol, la
(6aS,11aS)-medicarpina, el (3S)-neovestitol y el (3S)-isosativan, pudieran considerarse los marcadores
quimicos de los propdleos rojos cubanos, pues constituyeron los metabolitos mayoritarios en todas las muestras
de propdleos estudiadas.
Se desarrollé un método de CCD utilizando como fase estacionaria placas de silica gel GF,s4 (0,20 mm) y como
fase movil hexano:acetato de etilo (7:3) que permite el estudio cualitativo de los propéleos rojos cubanos.
Se demostro el efecto estrogénico del propoleos rojo cubano, segln el ensayo uterotrofico preliminar realizado

en ratas inmaduras, tratadas por via subcutanea.



RECOMENDACIONES

o Realizar el espectro de masas de los productos 4 y 14 para confirmar su masa molecular.

e Continuar los procesos de purificacion y caracterizacion espectroscopica de los compuestos presentes en las
fracciones cromatograficas no estudiadas.

e Continuar evaluando la actividad fitoestrogénica de los propdleos rojos y las potencialidades bioldgicas de las
estructuras aisladas.

e Proponer la aplicacién de la técnica de CCD como método analitico para la identificacion de los principales

metabolitos presentes en las muestras de prop6leos rojos cubanos.
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ABREVIATURAS Y SIGLAS.

ATA: Acido trifluoroacético.

BSTFA: bis-(trimetilsilil) trifluoracetamida.

CC: Cromatografia en Columna.

CCD: Cromatografia en Capa Delgada.

CD3;OD: Metanol deuterado.

CDCls: Cloroformo deuterado.

CENPALAB: Centro Nacional de Produccion de Animales para Laboratorio.
CG/EM: Cromatografia Gaseosa acoplada a Espectrometria de Masas.
CLAR: Cromatografia Liquida de Alta Resolucion.

CLAR-FN: Cromatografia Liquida de Alta Resolucion en Fase Normal.
CLAR-FR: Cromatografia Liquida de Alta Resolucion en Fase Reversa.
CLMP: Cromatografia Liquida a Media Presion.

COSY: Correlated Spectroscopy.

DC: Dicroismo Circular.

DMSO: Dimetil sulféxido.

EC: Efecto Cotton.

EM: Espectrometria de Masas.

ESI/MS: Espectrometria de masas de ionizacion por electroespray.
HMBC: Heteronuclear Multiple Bond Correlation.

HSQC: Heteronuclear Single Quantum Correlation.

IDH: indice de deficiencia hidrogenidnica.

J: Constante de acoplamiento.

MSTFA: N-metil-N-trimetilsililtrifluoroacetamida.

RDA: Retro Diels-Alder.

RFr: Rf relativo.



RMN **C: Resonancia Magnética Nuclear de Carbono 13.
RMN *H: Resonancia Magnética Nuclear de Protones.
RMN: Resonancia Magnética Nuclear.

TMS: Tetrametilsilano.



Anexos

Espectros de masas de los productos caracterizados.
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Figura 1: Estructura basica de flavonoides. Variantes estructurales.
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Figura 2: Grupos fundamentales de isoflavonoides.
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Figura 3: Grupos fundamentales de chalconas.
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Figura 6: Esquema general de aislamiento y purificacion de los productos (1-14).



OH

1

R10, : o) OR,

N° del
producto

1

2

10

11

5 R;=H, Ry=H, Rz3=Me
6 R;=Me, Ro=H, Rs=H
7 Ri1=Me, Ry=H, Rz=Me

H 10
Me 11

12
13

Nombre comiin
isoliquiritigenina
liquiritigenina
formononetina
biocanina A
vestitol
neovestitol
isosativan
medicarpina
homopterocarpina

vesticarpan

Nomenclatura quimica

2',4,4'-trihidroxi chalcona
(-)-4',7-dihidroxi flavanona
7-hidroxi-4'-metoxi isoflavona

5,7-dihidroxi-4'-metoxi isoflavona

Rlz H, R2=H, R3=OH
R]_: H, RZZOH, R3=H
Rl: H, RZZOCHg, R3:H
R;=OH, R,=H, Ry=H

(3S)-7,2'-dihidroxi-4'-metoxi isoflavano

(3S)- 2',4'-dihidroxi-7-metoxi isoflavano

(35)-2'-hidroxi-4',7-dimetoxi isoflavano

(6aS,11aS)-3-hidroxi-9-metoxi pterocarpano

(6aS,11aS)-3,9-dimetoxi pterocarpano

(6aR,11aR)- 3,10-dihidroxi-9-metoxi pterocarpano

(6aR,11aR)- 3,8-dihidroxi-9-metoxi pterocarpano



12 (6aR,11aR)- 3-hidroxi-8,9-dimetoxi pterocarpano
13 (6aR,11aR)- 3,4-dihidroxi-9-metoxi pterocarpano

14 retusapurpurina A

Figura 7: Compuestos identificados por técnicas de RMN desde la muestra de propédleos rojos M-A.



OH

OH OH

Figura 13: Propuesta estructural de la isoliquiritigenina.

Tabla XI: Datos espectroscopicos de la isoliquiritigenina (CD;0OD, 300 MHz).

Posicion | &%°C 8'H (JynenHz) Grupo HMBC
1 127,8 C
2,6 131,8 | 7,59 (d, 8,1) CH C-1,C-4,C-B
3,5 116,9 | 6,83(d, 8,1) CH C-1, C-4
4 161,5 C
1 114,7 C
2' 166,3 C
3 103,8 | 6,28(d, 2,0) CH c-1,C-2', C-4, C-5'
4 167,4 C
5' 109,1 | 6,40(dd, 2,0y 8,6) CH c-1'
6' 133,3 | 7,93(d, 8,6) CH c-2',C-4', C-B'
B' 194,3 C=0
a 118,3 | 7,57 (d, 15,3) CH C-1, C-B, C-B'
B 145,6 | 7,76 (d,15,3) CH C-1, C-2, C-a, C-B'




Figura 19: Propuesta estructural para la liquiritigenina.

Tabla XI1: Datos espectroscépicos para la liquiritigenina (CDsOD, 300 MHz).

Posicion 53¢ 3 'H (Jp.men Hz) Grupo HMBC
2ax 80,7 5,36 (dd, 2,9y 13,0) CH C-4; C-1"; C-2'
3ax 3,03 (dd, 13,0y 16,9) C-2; C-4; C-1'

44,6
3ec 2,68 (dd, 2,9y 16,9) CH C-4; C-1'
4 193,2 C=0
5 129,6 7,72 (d, 8,7) CH C-4; C-7
6 111,5 6,48 (dd, 2,1y 8,7) CH C-7; C-8; C-10
7 166,5 C
8 103,5 6,35 (d, 2,1) CH C-4; C-6; C-7; C-10
9 165,3 C
10 114,7 C
1 131,1 C
2',6' 128,7 7,31(d, 8,5) CH C-2; C-4'
3,5' 116,0 6,81 (d, 8,5) CH c-1'; C-4'
4 158.7 C




Figura 25: Propuesta estructural para la formononetina.

Tabla XI11: Datos espectroscdpicos de la formononetina (CD;OD, 300 MHz).

Posicion s§C 8'H (JunenHz) | Grupo HMBC
2 1529 8,28 (s) CH C-3; C-4; C-9; C-1'; C-2
3 123,0 C
4 174,6 C=0
5 1271 | 7.96 (d, 8.7) CH |C4,C7.C-9
6 115,1 6,92 (dd, 2,2y 8,7) CH C-7; C-8; C-9; C-10
7 162,3 C
8 101,9 6,86 (d, 2,2) CH C-4; C-6; C-7; C-9; C-10
9 157,2
10 116,3
1 1239
2.6 1299 | 7.47(d, 8,7) CH |C-3,C3;Ca
3.5 1134|697 (d, 8,7) CH |C-1.Ca
4 158,7 C
OCHs 549 | 3,76 (s) OCH; | C-&




Figura 32: Propuesta estructural para el vestitol.

Tabla X1V: Datos espectroscopicos del vestitol (CD3;OD, 300).

Posicion | &8%C 8§™H (JunenHz) | Grupo HMBC
2ax 3,91 (t, 10,0) C-4
2ec T ‘e e
3ax 33,1 3,42 (m) CH
Aax 2,90 (dd, 10,8 y 15,5) C- 3, C-4, C-9, C-10, C-1'
31,3 CH,
dec 2,75 (dd, 5,2 y 15,5) C-3,C-10
5 1288 | 6:83(d, 9.0) CH | C9
6 1090 |630(dd, 24y90) |CH |C7
7 157,4 C
8 1038|622 (d, 2.4) CH | C-9,C-10
9 156,4 C
10 115,0 C
1' 121,3 C
2' 157,2 C
3 102,5 6,38 (d, 2,4) CH C-1', C-2', C-4', C-5'
4' 160,8 C
5" 1058 | 635(dd, 24y90) |CH |C&
6 1312|692 (d, 9.0) CH
OCH, 556  |3.690) OCH, | C-4
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Figura 33: Espectro de dicroismo circular del compuesto (3S)-isosativan.



Figura 39: Propuesta estructural de la medicarpina.

Tabla XVI: Datos espectroscopicos de la medicarpina (CD;OD, 300 MHz).

Posicion 51¢ 8'H (Juwn en Hz) Grupo HMBC
1 132,9 7,33 (d, 8,4) CH C-3, C4a
2 110,7 6,54 (dd, 2,4y 8,4) CH C-11b
3 159,7 C
4 104,1 6,36 (d, 2,4) CH C-2,C-3,C-4a,Cl1b
4a 157,7 C
6ec 4,25 (m) C-43, C-63a, C-11a
67,4 CH,
6ax 3,57 (m) C-6a, C-10a, C-11a
6a 40,6 3,55 (m) CH C-6, C-6b
6b 120,5 C
7 125,7 7,21 (d, 8,1) CH C-9, C10a
8 107,2 6,49 (dd, 2,2y 8,1) CH C-10, C-6b
9 162,2 C
10 97,6 6,42 (d, 2,2) CH C-8, C-9, C-6b, C10a
10a 161,6 C
11a 79,9 5,51(d, 6,2) CH C-1, C-6, C-6a, C-11b,
11b 112,5 C
OCH3 56,0 3,78 (s) OCH3 |c9
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Figura 40: Espectros de dicroismo circular de (6aS, 11aS)-homopterocarpina (A) y (6aR, 11aR) -3-hidroxi-8,9-dimetoxi

pterocarpano (B).
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Figura 46: Propuesta estructural de la retusapurpurina A.



Tabla XIX: Datos espectroscopicos de la retusapurpurina A.

(Czaké y Marton, 2001)

Producto 14

Retusapurpurina A

Retusapurpurina A

Posicion
(DMSO-d6, 500) (CD;OD+ATA, 600 MHz)
(e 8'H (Ju. en Hz) (e & 'H (Jy. en Hz)
4,25 (dd, 10,9y 5,4) 4,37 (m)
2 68,4 69,2
4,30 (dd, 10,9y 2,8) 4,40 (m)
3 31,5 3,61 (m) 32,5 ~3,81
3,11 (dd, 16,2y 5,7) 3,37
4 28,9 29,6
2,87 (dd, 16,2y 5,5) 2,91
4a 113,6 114,1
5 130,9 6,98 (d, 8,5) 131,4 6,99 (d, 8,4)
6 107,9 6,48 (dd, 8,5y 2,4) 108,8 6,55 (dd, 8,4y 2,0)
7 159,3 160,8
8 101,8 6,32 (d, 2,0) 102,6 6,37 (d, 2,0)
8a 155,2 156,5
2' 166,8 168,3
3' 115,6 8,20 (s) 116,7 8,36 (s)
4 162,8 164,9°
4'a 115,3 = 116,7
5' 127,9 7,81 (s) 129,4 7,95 (s)
6' 133,9* 135,6
7' 157,7 159,1*
8' 103,1 7,73 (s) 103,2 7,48 (s)
8'a 165,5 166,4*
1" 109,7 111,0
2" 163,7 165,1°
3" 100,6 6,74 (d, 2,0) 100,9 6,70 (d, 1,7)




4" 167,5 168,7
5" 111,3 6,80 (dd, 9,0y 2,0) 111,7 6,75 (dd, 9,0y 1,7)
6" 133,8* 8,23 (d, 9,0) 134,2 8,29 (d, 9,0)
1" 125,4 126,8
26" 133,0 7,43 (d, 8,5) 133,4 7,39 (d, 8,4)
3" 117,3 7,00 (d, 8,5) 117,8 6,97 (d, 8,4)
a4 162,4 163,4
OCH; (C-7) 55,7 3,69 (S) 55,7 3,81 (s)
OCH;(C-2") 57,2 3,97 (S) 56,9 4,07 (s)
E 3

* Intercambiables

¢
, Intercambiables




Figura 47: Cuatro formas tautoméricas de la returapurpurina A (1c-1d) y su forma protonada (2).
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Figura 48: Cromatograma gaseoso de la muestra M-A.

Tabla XXII: Otros flavonoides inferidos del analisis del espectro de masas.

Por ciento
No. TR Fragmentos idnicos (% abundancia relativa)
(%)
15 | 67,99 0,12 430 (17), 222 (100), 207 (32)
16 68,53 2,56 446 (39), 252 (100)
17 | 69,83 0,23 518 (5), 296 (40), 222 (100)
18 | 70,23 1,13 488 (17), 296 (100), 192 (28), 179 (38), 177 (19).
19 71,06 0,27 460 (27), 252 (100), 209 (4)




Productos  Anillo A Anillo B Productos Anillo A AnilloB

16 -OH -OH, 'OMe(Z) 15 -OH -OH, -OMe
17 _OH (2) -OH,-OMe
18 OH(2) -OH
19 OH  -OH,-OMe(2)

* Podrian presentarse como 2-fenil o 3-fenil derivados.

Figura 49: Estructura de otros flavonoides sugeridos por CG-MS.
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REuUunoGannc e

A

e 0T

B e = R

-Ee0T == Muestra A
-EenT mm Muestra C

=0T e Muestra G
3 m R

WWWW

=07
=1l =R
Be07F ]
o = -0

MNNMN

3 o = g
= e -0
e
-eEe=-+07 4
= -0

[ A

3 o m R g
1e=——07 ]
=000 00D 0

S0 0O0O0 0
L gelnlnlnlelel
2000000

Figura 51: Superposicion de la region del CG, de tres muestras de propodleos (A, C y G), donde eluyen los flavonoides.
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Figura 52: Cromatograma iénico de la muestra M-A.

Tabla XXIV: Por ciento (%) relativo de flavonoides minoritarios segun CG-EM.

Por ciento (%) de cada componente

No. | TR (min.)

A B C D E F
15 32,99 0,80 1,21 1,17 1,82 0,08 0,39
16 33,18 6,53 10,45 | 14,07 7,86 2,04 6,28
17 34,24 - 0,26 + 0,50 - -
18 34,48 - + 0,61 0,62 - -
19 34,72 0,23 0,73 1,78 1,03 + 0,21

(-) no detectado; (+) detectado pero no cuantificado.




Figura 53: Tronco, resina y partes aéreas de la especie Dalbergia ecastophyllum, Leguminosae.
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Figura 54: Cromatogramas de la zona donde eluyen los isoflavonoides. Propdleos de Cuba (A), propodleos de Brasil (B).



Tabla XXVI: Descripcion del punteo realizado para las tres muestras de propdleos cubanos.

Tipo de N° del punteo Muestra Masa aplicada (ng)
propoéleos
I 4y5 M-1 20,00
T 1y2 M-B 34,20
I 7y8 M-30 20.20
Patrén 3y6 Nemorosona 4,00

Figura 55: Cromatogramas correspondientes a los tres tipos de propdleos y el patrén nemorosona. A: revelado con

Ce(SO,),; B: revelado con vainillina.



Tabla XXVII: Descripcion del punteo realizado para las muestras de propdleos rojos.

N° del Volumen/masa (ng)
Muestra
punteo 0,5 uL 1ulL 2L 3uL
1-3 M-A 8,50 17,10 34,20 -
4-6 M-B 8,50 17,10 34,20 -
7-9 M-C - 11,10 22,20 33,3
10 Nemorosona - - 4,00 -
11-13 M-D - 6,70 13,40 20,10
14-16 M-E 8,65 17,30 34,60 -
17-19 M-F 8,65 17,30 34,60 -
20 Nemorosona - - 4,00 -
21-23 M-G 8,60 17,20 34,40 -

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

Figura 56: Cromatograma de las siete muestras de propédleos rojos.



Los patrones punteados fueron los siguientes:

N° Producto Patrones Rfr
1 2',4,4'-trihidroxichalcona (isoliquiritigenina). 0,25
2 (-)-4',7-dihidroxi flavanona (liquiritigenina). 0,20
3 7-hidroxi-4'-metoxi isoflavona (formononetina). 0,34
5 (35)-7,2'-dihidroxi-4'-metoxi isoflavano (vestitol). 0,43
7 (35)-2'-hidroxi-4',7-dimetoxi isoflavano (isosativan). 0,81
8 (6aS,11aS)-3-hidroxi-9-metoxipterocarpano (medicarpina). 0,74
N Nemorosona. Referencia
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Figura 57: Cromatogramas de M-A y M-F junto a los siete patrones. A-Revelador Ce(S0O,),/calor, B- vainillina /H,SO, y

calor.



Tabla XXVIII: Actividad del propoleos rojo en el ensayo uterotréfico de ratas inmaduras.

Peso del Gtero hiimedo

Tratamiento Dosis Peso Peso del ttero (mg)/peso promedio
(mg/kg) corporal (g) hamedo (mg) corporal(g)
. 16.70 £ 5.61

Propoleos 50 66.00 £ 6.52 a 0.25+0.08 a
Propo6leos 250 70.46 + 4.53 20.96 £ 4.67 a 0.30+0.08 a
Propo6leos 500 70.72 £ 4.84 18.08 +£3.30 a 0.26+0.04 a
Etinil estradiol 15 64.44 + 3.65 7158 +£12.90 b 1.12+0.24 b
DMSO - 74.24 £ 3.10 56.42+£9.04 ¢ 0.76+0.12 ¢

a,b,c: significacion estadistica (p<0.05). Los datos se presentan como la media + la desviacién

Grupo |

Grupo Il

Grupo 111

Grupo IV

Grupo V

estandar (DS) de los cinco Uteros.

Propoleos
50 mg/kg

Propoleos
250 mg/kg

Propodleos
500 mg/kg

Etinil estradiol
1,5 mg/kg

DMSO

Figura 58: Uteros aislados de los animales correspondientes a los cinco grupos de tratamientos.




Tabla I: Flavonoides aislados de propoleos.

COMPUESTOS

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

chrisina
(5,7-dihidroxiflavona).

Schneidewind y col., 1975; Bankova y col., 1981,
Ellnain-Wojtaszek y col., 1982; Suchy y col., 1985;
Nagy y col., 1986; Papay y col., 1987; Wang y
Zhang, 1988; Ruseva y Mateeva, 1990; Kedzia y
Holderna-Kedzia, 1991; Tomas-Barberan y col.,
1993; Itoh y col., 1994; Nikolovska-Coleska y col.,
1995; Chi y col., 1996; Siess y col., 1996; Cengarle y
col., 1998; Zhou y col., 1999; Jeong y col., 2000;
Bankova y col., 2002; Blonska y col., 2004;
Kumazawa y col.,, 2004; Sawaya y col., 2004;
Shimizu y col., 2004; Volpi, 2004; Fu y col., 2005;
Kazuma y col., 2005; Orsolic y col., 2005; Uzel y
col., 2005; Weng y col., 2005.

galangina
(3,5, 7-trihidroxiflavona).

Villanueva y col., 1970; Schneidewind y col., 1975;
Bankova y col., 1981; Tekelova y col.,, 1981;
Pepeljnjak y col., 1985; Nagy y col., 1986; Papay y
col., 1987; Wang y Zhang, 1988; Kedzia y Holderna-
Kedzia, 1991; Bankova y col., 1992; Tomas-
Barberan y col., 1993; Itoh y col., 1994; Johnson y
col., 1994; Nikolovska-Coleska y col., 1995; Vennat
y col., 1995; Chi y col., 1996; Siess y col., 1996;
Cengarle y col., 1998; Zhou vy col., 1999; Hegazi y
col., 2000; Heo y col., 2001; Bankova y col., 2002;
Kosalec y col.,, 2003; Blonska y col.,, 2004;
Kumazawa y col., 2004; Volpi, 2004; Fu vy col.,
2005; Kazuma y col., 2005; Uzel y col., 2005.

naringina.

Fuy col., 2005.

4’ 5-dihidroxi-3,7-dimetoxiflavona

kumatakenina

Nagy y col., 1989




Tabla I: Continuacion.

COMPUESTOS

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

3,7,3’-trimetoxi-quercetina.

Martos y col., 1997; Fu vy col., 2005; Jeong 1ll-Yun,
2005; Orsolic y col., 2005; Sforcin y col., 2005; Uzel
y col., 2005; Yasuhiro, 2005.

quercetina

(3,3°,4’,5,7-pentahidroxiflavona).

Schneidewind y col., 1975; Bankova y col., 1981;
Ellnain-Wojtaszek y col., 1982; Suchy y col., 1985;
Kedzia y Holderna-Kedzia, 1991; Toméas-Barberan y
col., 1993a; Nikolovska-Coleska y col., 1995; Chi y
col., 1996; Zhou y col., 1999; Cao y col., 2002;
Jeong vy col., 2003; Blonska y col., 2004; Orsolic y
col., 2004; Volpi, 2004; Fu vy col., 2005; Jeong IlI-
Yun, 2005; Orsolic y col., 2005; Sforcin y col., 2005;
Uzel y col., 2005; Yasuhiro, 2005.

dihidrokaempferido.

Tazawa y col., 1998.

7-O-prenil-estropinina.

Melliou y Chinou, 2004.

kaempferol

(3,4°,5,7 -tetrahidroxiflavona).

Popravko y col., 1969; Suchy y col., 1981; Sokolov y
Torgov, 1990; Kedzia y Holderna-Kedzia, 1991;
Serra y Ventura, 1994; Serra 'y Ventura, 1994a; Chi y
col., 1996; Park e Ikegaki, 1998; Jeong y col., 2003,
Kosalec y col., 2003; Kumazawa y col., 2003;
Kumazawa y col., 2004; Shimizu y col., 2004; Volpi,
2004; Fu vy col., 2005.

naringenina

(4°,5,7-trihidroxiflavanona).

Nagy y col., 1986; Kosalec y col., 2003; Shimizu y
col., 2004; Volpi, 2004; Fu vy col., 2005; Orsolic y
col., 2005; Uzel y col., 2005.

genkwanina.

Chi y col., 1996.

ermanina.

Sokolov y Torgov, 1990.

5-metoxi chrisina.

Nagy y col., 1989.

5,6,7-trihidroxi-3,4’-dimetoxi

flavona.

Boudourova-Krasteva y col., 1997.

Tabla I: Continuacion.

COMPUESTOS

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

apigenina
(4°,5,7-trihidroxiflavona).

Schneidewind y col., 1975; Bankova y col., 1981;
Ellnain-Wojtaszek y col., 1982; Suchy y col., 1985;




Kedzia y Holderna-Kedzia, 1991; Tomas-Barberan y
col., 1993, Nikolovska-Coleska y col., 1995; Chi y
col., 1996; Zhou y col., 1999; Cao y col., 2002;
Jeong y col., 2003; Kosalec y col., 2003; Volpi,
2004; Fu y col., 2005.

aromadendrina
[dihidrokaempferol]

(3,4°,5,7-tetrahidroxiflavanona).

Tazawa y col., 1999; Nafady y col., 2003.

4-metoxi aromadendrina.

Banskota y col., 1998; Boudourova-Krasteva y col.,
1997.

3,5,7 -trihidroxi-4’-metoxiflavanol.

Kosalec y col., 2003.

myricetina
(3,3°,4°,5,5°,7
hexahidroxiflavona).

Meresta y col., 1985; Jeong y col., 2003; Volpi,
2004; Fu y col., 2005.

3,4’,5°,7-tetrametoxi myricetina.

Martos y col., 1997; Fu vy col., 2005.

6-cinamilcrisina.

Usiay col., 2002.

rutina
(3-O-rhamnoglucosil-3°,4,5,7-

tetrahidroxiflavona).

Nagy y col., 1988; Bankova y col., 1995.; Cao y col.,
2002; Volpi, 2004; Fu vy col., 2005.

3,5-dihidroxi-7-metoxiflavanona.

Bankovay col., 1983 y 1995.

hesperetina
3',5,7 -trihidroxi-4'-

metoxiflavanona.

Nagy y col., 1986; Lu y col., 2004; Fu y col., 2005.

fisetina

3,3 4" 7-tetrahidroxiflavona.

Cengarle y col., 1998.

5,7,4° -trihidroxi-6,8-dimetoxi

flavona.

Bankova y col., 2000.

Tabla I: Continuacion.

COMPUESTOS

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

pinocembrina

(5,7-dihidroxiflavanona).

Villanueva y col., 1970; Schneidewind y col., 1975; Metzner y
col., 1979; Bankova y col., 1981; Suchy y col., 1981; Nagy y
col., 1986; Papay y col.,, 1987; Ruseva y Mateeva, 1990;
Kedzia y Holderna-Kedzia, 1991; Bankova y col.,, 1992;
Kurkin y col., 1992; Tomé&s-Barberan y col., 1993a;

Itoh y

col., 1994; Serra y Ventura, 1994; Serra y col., 1994a;




Markham y col., 1996; Siess y col., 1996; Park e Ikegaki, 1998;
Quintana y col., 1999; Zhou y col., 1999; Hegazi y col., 2000;
Bankova y col., 2002; Kumazawa y col., 2004a; Sawaya y col.,
2004; Volpi, 2004; Uzel y col., 2005.

luteolina.

Cao y col., 2002; Volpi, 2004.

5- metoxi galangina.

Nagy y col., 1988.

5- metoxi pinobanksina.

Nagy y col., 1988; Bankova y col., 1995.

acacetina

(5,7-dihidroxi-4’-metoxiflavona).

Popravko y col., 1969; Suchy y col., 1981; Sokolov y Torgov,
1990a; Kedzia y Holderna-Kedzia, 1991; Serra y Ventura,
1994; Serra y col., 1994a; Chi y col., 1996; Park e lkegaki,

1998.; Volpi, 2004.

epicatequina.

Jeong y col., 2003.

catequina. Volpi, 2004.

5-metoxi pinobanskina. Kumazawa y col., 2004.
genisteina. Fuy col., 2005.
daidzeina. Fuy col., 2005.

pinostropina.

Uzel y col., 2005.

5-hidroxi-3',4',6,7-tetrametoxiflavona

Tomaés-Barberan y col., 1993.

morina

2',3,4'5,7 -pentahidroxiflavona.

Cengarle y col., 1998; Fu y col., 2005.

Tabla I: Continuacion.

COMPUESTOS

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

pinobanskina

(3,5,7 -trihidroxiflavanona).

Schneidewind y col., 1975; Bankova y Kuleva, 1989;
Tomas-Barberan y col., 1993; Markham vy col., 1996;
Siess y col., 1996; Quintana y col., 1999; Marcucci y
col., 2000; Bankova y col., 2002; Kumazawa y col.,
2004.

isosakuranetina
(5,7-dihidroxi-4’-

metoxiflavanona).

Ghisalberti y col., 1977; Serra y Ventura, 1994; Park
e lkegaki, 1998; Shimizu y col., 2004.

3-0-acetato pinobanskina.

Bankova y col., 2002.

(-) pinostrobina

(5-hidroxi-7-metoxiflavanona).

Popravko 'y col., 1969; 1970;
Schneidewind y col., 1975; Ghisalberti y col., 1977 y
1978; Suchy y col., 1981; Ellnain-Wojtaszek y col.,
1982; Kedzia y Holderna-Kedzia, 1991; Kurkin y

Popravko,




col., 1992; Zhou y col., 1999.

tectochrisina

(5-hidroxi-7 metoxiflavona).

Schneidewind y col., 1975; Bankova y col., 1981;
Ellnain-Wojtaszek y col., 1982; Suchy y col., 1985;
Kedzia y Holderna-Kedzia, 1991; Tomas-Barberan y
col., 1993; Nikolovska-Coleska y col., 1995; Chi y
col., 1996; Zhou y col., 1999.

eupatorina.

Tomas-Barberan y col., 1993.

hispidulina.

Tomas-Barberan y col., 1993.

kaempferido
(3, 5, 7-trihidroxi-4'-

metoxiflavona).

Propavko y col., 1969; Propavko, 1970; Suchy y col.,
1985; Sokolov y Torgov, 1990; Bankova y col., 1996;
Cengarle y col., 1998; Park e lkegaki, 1998.

4' 7-dimetoxiflavona.

Popravko y col., 1969.

3,5-dihidroxi-4',7-dimetoxiflavona.

Popravko y col., 19609.

5,7-dihidroxi-3,4'-dimetoxiflavona.

Popravko y col., 1969.

5,7-dihidroxi-4',6-dimetoxiflavona.

Asis, 1989.

3,4',5',7 —tetrametoximyricetina.

Martos y col., 1997.

Tabla I: Continuacion.

COMPUESTOS

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

rhamnocitrina
(3, 4, 5-trihidroxi-7-

metoxiflavona).

Popravko 'y col., 1969;

Schneidewind y col., 1975; Nagy Y col., 1986.

Popravko, 1970;

3, 5-dihidroxi-4',7-

dimetoxiflavona.

Popravko y col., 1969; Popravko, 1970.

(-) 5-hidroxi-4',7-

dimetoxiflavanona.

Popravko y col., 1969; Ghisalberti y col., 1977.

isalpinina

(3, 5-dihidroxi-7-metoxiflavona).

Schneidewind y col., 1975; Tekelova y col., 1981;
Nagy y col., 1986; Kedzia y Holderna-Kedzia, 1991;
Chiy col., 1996; Zhou y col., 1999; Uzel y col., 2005.

5-hidroxi-4',7-dimetoxiflavona.

Schneidewind y col., 1975.

3, 3'-dimetoxiquercetina.

Schneidewind y col., 1975; Johnson y col., 1994.

5-hidroxi-4',7-dimetoxiflavanona.

Ellnain-Wojtaszek y col., 1982.

pectolinaringenina
(5, 7- dihidroxi-4', 6-

dimetoxiflavanona).

Schneidewind y col., 1975; Nagy y col., 1986.




sakuranetina
(4, 5-dihidroxi-7-

metoxiflavanona).

Schneidewind y col., 1975; Ghisalberti y col., 1977 y
1978; Nagy y col., 1986; Park e Ikegaki, 1998.

3-acetilpinobanksina.

Schneidewind y col., 1975; Nagy y col., 1986;
Bankova y Kuleva, 1989; Tomés-Barberan y col.,
1993a; Markham y col., 1996.

3,7-dihidroxi-5-metoxiflavanona.

Bankova y col., 1983 y 1995.

3- metoxikaempferol.

Johnson y col., 1994.

6-metoxikaempferol.

Tazawa y col., 1999.

isorhamnetina
3,4' 5,7 -tetrahidroxi-3'-

metoxiflavona.

Nagy y col., 1986; Serra y Ventura, 1994; Park e
Ikegaki, 1998.




Tabla I: Continuacion.

COMPUESTOS

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ramnacina

3,4' 5-trihidroxi-3',7-dimetoxiflavona.

Chiy col., 1996.

betuletol

3,5,7 -trihidroxi-4',6-dimetoxiflavona.

Asis, 1989; Banskota y col., 1998.

rhamnetina

3,3',4' 5-tetrahidroxi-7-metoxiflavona.

Nagy y col., 1986; Chi y col., 1996.

alpinetina chalcona.

Ghisalberti y col., 1978; Garcia-Viguera y col.,
1992.

naringenina chalcona.

Ghisalberti y col., 1978

pinobanksina chalcona Ghisalberti y col., 1978; Greenaway y col., 1987;

Garcia-Viguera y col., 1992.

pinobanksina-3-acetato chalcona Ghisalberti y col., 1978; Greenaway y col., 1987

pinocembrina chalcona Ghisalberti y col., 1978; Greenaway y col., 1987;

Garcia-Viguera y col., 1992.

pinostrobina chalcona Ghisalberti y col., 1978; Greenaway y col., 1987;

Garcia-Viguera y col., 1992,

sakuranetina chalcona

Ghisalberti y col., 1978

2',6'-dihidroxi-4'-

metoxidihidrochalcona

Garcia-Viguera y col., 1992.

2' 6'-dihidroxi-4'-metoxichalcona

Garcia-Viguera y col., 1992.

2", 4'-dihidroxi-6-

metoxidihidrochalcona

Garcia-Viguera y col., 1993.

2' 4' 6'-trihidroxidihidrochalcona

Ghisalberti y col., 1978; Garcia-Viguera y col.,
1992.

2' 4' 6'-trihidroxichalcona

Garcia-Viguera y col., 1992,

2' 6', a-trihidroxi-4'-metoxichalcona

Garcia-Viguera y col., 1992,

2' 4'-dihidroxi-6'-metoxichalcona

Garcia-Viguera y col., 1992.

2' 4'6', a-tetrahidroxichalcona

Garcia-Viguera y col., 1992.




Tabla I1: Acidos organicos, fenilpropanoides y derivados aislados de propéleos.

ACIDOS AROMATICOS Y DERIVADOS.

acido 4-hidroxi-3-(3-metil-2-butenil)- | Tazaway col., 1999.

benzoico.

acido ftalico. Heinen y Linskens, 1971-1972;
Maciejewicz y col., 2002.

acido-2-amino-3-metoxibenzoico. Mamontova y col., 1988.

acido galico. Velikova y col., 2000; Jeong y col., 2003.

acido benzoico. Bankova y col., 1989; Chi y col., 1994;

Maciejewicz y col., 2002.

ACIDOS P-COUMARICOS PRENILADOS.

3-prenilcinamato de alilo. Negri y col., 2003a.

artepillina C (&cido-3,5-diprenil-4- | Aga y col., 1994; Boudourova-Krasteva y
hidroxicinamico). col., 1997; Matsuno y col., 1997a,
Marcucci y col., 2000; Micallef y col.,
2000; Tazawa, 2002; Nafady y col., 2003;
Sawaya Y col., 2004; Shimizu y col., 2004;
Kazumay col., 2005; Yasuhiro, 2005.

acido 3-(3-hidroxi-3-metilbutil)-5-prenil-4- | Nafady y col., 2003.

hidroxicindmico.

acido -3-prenil-4-hidroxi-cinamico. Marcucci y col., 2000; Sawaya y col.,
2004.

acido -6-propenoico-2,2-dimetil-8-prenil- | Marcucci y col., 2000.

2H-1-benzopirano.

acido 3-prenil-4-dihidro- Agay col., 1994; Banskota y col., 1998.

cinamoiloxicinamico.




Tabla Il: Continuacion.

COMPUESTOS

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

acido-3,4-dimetoxicinamico
((E)-acido3-(3,4-dimetoxifenil)-

propenaico).

Suchy vy col., 1981; Papay y col., 1987;
Bankova y col., 1989.

acido 3-prenil-4-(2-metoxipropionil)-

cinamico.

Tazawa y col., 1998.

acido-(E)-3-[2,3-dihidro-2-(1-hidroxi-1-
metiletil)-prenil-benzofurano-5-yl]-2-

propendico.

Tazawa y col., 1998.

ACIDOS GRASOS.

acido linoléico.

Markham y col., 1996.

acido oléico.

Markham y col., 1996.

acido estearico. C-18.

Markham y col., 1996.

&cido miristico. C-14.

Heinen y Linskens, 1971-1972; Markham
y col., 1996.

acido pentadecanoico. C-15.

Heinen y Linskens, 1971-1972.

acido palmitico. C-16.

Heinen y Linskens, 1971-1972; Markham y
col. 1996.

acido undecandico. C-11.

Heinen y Linskens, 1971-1972.

ACIDOS ALIFATICOS

acido 4-hidroxi-butirico.

Maciejewicz y col., 2002.

acido 3-hidroxi-butirico.

Maciejewicz y col., 2002.

acido nicotinico.

Lu y col., 2004.

acido lactico.

Hegazi y El Hady, 2001.




Tabla Il: Continuacion.

COMPUESTOS

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

OTROS ACIDOS

acido 5-fenil-trans,trans-2,4-

pentadiendico.

Markham y col., 1996.

acido 5-fenil-trans-3-pentendico.

Markham y col., 1996.

acido fenil lactico.

Maciejewicz y col., 2002.

acido (2E, 4E)-5-fenil-2,4-pentadiendico.

Nagy y col., 1988.

2,2-dimetil-6-carboxietenil-2H-1-

benzopirano.

Marcucci y col., 2000; Sawaya y col.,
2004.

9-E-2-dimetil-6-carboxietinil-8- prenil- 2H-
1-benzopirano.

col., 1997,
Matsuno y col., 1997; Banskota y col.,

1998.

Boudourova-Krasteva y

FENILPROPANOIDES Y DERIVADOS.

acido dihidrocindmico.

Eday col., 2005.

isoeugenol. Wohrl y col., 2001.

anetol. Bracho, 2000.

eugenol. Kedzia y Holderna-Kedzia, 1991; Wohrl y
col., 2001.

fenetol. Maciejewicz y col., 2002.

metileugenol. Bracho, 2000.

aldehido coniferilico

Thany col., 2003.

coumaraldehido.

Sokolov y Torgov, 1990a.

trans-coniferilaldehido.

Sokolov y Torgov, 1989.

3-metoxi-4-hidroxicinamaldehido.

Sawaya y col., 2004.

isovainillina y vainillina.

Popravko, 1970; Tekelova y col., 1981,
Kedzia y Holderna-Kedzia, 1991; Serra y
Ventura, 1994.

alcohol cindmico.

Kedzia y Holderna-Kedzia, 1991.

p-hidroxi-dihidro-cinamato de metilo.

Than y col., 2003.

Tabla Il: Continuacion.

COMPUESTOS

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

2-metil-2-butenilcaferulato.

Kumazawa y col., 2002.




cafeato de bencilo

Banskota y col., 2002; Usia y col., 2002.

cafeato de cinamilo

Banskota y col., 2002.

acido p-cumarico

((E)-acido-3-(4-hidroxifenil)-propenoico).

Tikhonov y col., 1977; Bankova y col.,
1989; Marcucci y col., 1998; Hegazi y col.,
2000; Marcucci y col., 2000; Maciejewicz
y col., 2002; Tazawa, 2002; Sawaya Yy col.,
2004; Kazuma y col., 2005; Yasuhiro,
2005.

acido (E)- 3-(2,2-dimetil-2H-1-

benzopirano-6-il)-2-propendico.

Eday col., 2005.

acido (2)- 3-(2,2-dimetil-2H-1-

benzopirano-6-il)-2-propendico.

Eday col., 2005.

cafeato de fenetilo.

Hegazi y col., 2000; Micallef y col., 2000;
Chen y col., 2001; Ozyurt y col., 2001;
Banskota y col., 2002; Song y col., 2002a-
b; Usia y col., 2002; Borrelli y Capasso,
2003; Cardile y col., 2003; Kumazawa y
col.,, 2003; Del Boccio y Rotilio, 2004;
Hamasaka y col., 2004; Orsolic y col.,
2004; Kazuma y col., 2005; Noelker y col.,
2005; Ogeturk y col., 2005; Okutan y col.,
2005; Shich y col., 2005; Yasuhiro, 2005.

3,3-dimetilalil-cafeato.

Kartal y col., 2003.

isopent-3-enil cafeato.

Kartal y col., 2003.

ferulato de bencilo.

Hegazi y col., 2000.

acido isofertlico
(&cido-3-(3-hidroxi-4-metoxifenil)-

propenaico).

Bankova y Kuleva., 1989; Chi y col., 1994.

Tabla I1: Continuacion.

COMPUESTOS

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

acido neoclorogeénico.

Mamontova y col., 1988.

acido dihidrocafeico

(&cido-3-fenil-propandico).

Nikolovska-Coleska y col., 1995.

cafeato de dodecilo.

Christov y col., 1998.




cafeato de tetradecilo

Christov y col., 1998.

cafeato de hexadecilo.

Christov y col., 1998.

cafeato de tetradecenilo.

Christov y col., 1998.

3-fenilpropanol.

Bankova y col., 1995.

acido 3,4 di-o-cafeoilquinico.

Tatefuji y col., 1996; Tazawa y col., 1998;
Midorikawa y col., 2003.

acido 3,5 di-o-cafeoilquinico.

Tatefuji y col., 1996; Tazawa y col., 1998;
Midorikawa y col., 2003.

acido clorogénico

(&cido 3- cafeoilquinico).

Mamontova y col., 1988; Tatefuji y col.,
1996; Tazawa Yy col., 1998; Jeong y col.,
2003; Midorikawa y col., 2003.

acido 4- cafeoilquinico.

Tatefuji y col., 1996; Tazawa y col., 1998.

acido 5- cafeoilquinico.

Tatefuji y col., 1996; Tazawa Y col., 1998.

acido ferdlico
((E)-acido-3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-

propenoico).

Cizmarik y Matel, 1970; Tikhonov y col.,
1977; Nagy y col., 1986; Mamontova y
col., 1988; Bankova y col., 1989; Kedzia y
Holderna-Kedzia, 1991; Bankova y col.,
1992; Chi y col., 1994; Nikolovska-
Coleska y col., 1995; Marcucci y col.,
2000; Cao y col., 2002; Maciejewicz y col.,
2002.

acido metil éster 4,5-dicafeoilquinico.

Basnet y col., 1996.

Tabla I1: Continuacion.

COMPUESTOS

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

acido 4,5-dicafeoilquinico.

Tatefuji y col., 1996; Tazawa y col., 1998.

metil éster del acido 3,4-dicafeoilquinico.

Basnet y col., 1996.

acido 4-feruilquinico.

Dos Santos Pereira y col., 2003.

acido 5-feruilquinico.

Dos Santos Pereira y col., 2003.

acido cindmico

((E)-acido-3-fenilpropenoico).

Mamontova y col., 1988;
Holderna-Kedzia, 1991; Markham y col.,
1996; Maciejewicz y col., 2002; Cardile y
col., 2003; Lu y col., 2004; Volpi, 2004;
Yasuhiro, 2005.

Kedzia vy




acido cafeico
((E)-acido-3-(3,4-dihidroxifenil)-

propenoico).

Cizmarik y Matel, 1970; Tikhonov y col.,
1977; Nagy y col., 1986; Mamontova y
col., 1988; Bankova y col., 1989; Kedzia y
Holderna-Kedzia, 1991; Bankova y col.,
1992; Chi y col,, 1994; Nikolovska-
Coleska y col., 1995; Marcucci y col.,
2000; El-Badrawy y El-Fadaly, 2001; Cao
y col., 2002; Maciejewicz y col., 2002;
Cardile y col., 2003; Kartal y col., 2003;
Kosalec y col., 2003; Hamasaka y col.,
2004; Orsolic y col., 2004; Volpi, 2004;
Orsolic y col., 2005; Sforcin y col., 2005;
Shalinder y Kaftanoglu, 2005.

acido cinamico

((E)-é&cido-3-fenilpropenoico).

Mamontova y col.,, 1988; Kedzia vy
Holderna-Kedzia, 1991; Markham y col.,
1996; Maciejewicz y col., 2002; Cardile y
col., 2003; Lu y col., 2004; Volpi, 2004;
Yasuhiro, 2005.




Tabla Ill: Otros compuestos aislados de propdleos.

COMPUESTOS

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

TERPENOS.

MONOTERPENOS. (Componentes volatiles)

a-pinano. Borcic y col., 1996.
[-pinano. Borcic y col., 1996.
y-terpinano. Borcicy col., 1996.
geraniol. Bankova vy col., 1998.

propionato de linalilo.

Bankova y col., 1998.

SESQUITERPENOS. (Componentes volatiles)

ledol.

Bankova y col., 1995.

spatulenol.

Bankova y col., 1998.

isospatulenol.

Bankova y col., 1998.

palustrol.

Bankova y col., 1998.

ledeno.

Bankova y col., 1998.

germacreno D.

Bankova y col., 1998.

DITERPENOS. (Componentes no volatiles)

acido ent-17-hidroxi-3,13-Z-clerodadien-15-

oico.

Matsuno, 1995.

Acido 15-ox0-3,13-Z-kolavadien-17-oico.

Matsuno y col., 1997a.

Acido 15-ox0-3,13-E-kolavadien-17-oico.

Matsuno y col., 1997a.

acido communico.

Bankova y col., 1995.

acido imbricatoloico.

Bankova y col., 1995.

acido isocuprésico.

Bankova y col., 1995; Banskota y col., 1998.




acido acetilisocuprésico.

Bankova y col., 1995; Banskota y col., 1998.

Acido-8(17),13-E-labdadien-15,19-dioico.

Banskota y col., 1998.

lab-8(17),13-E-dieno-15-ol.

Trushevay col., 2003.

Tabla lll: Continuacion.

COMPUESTOS

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

acido 8(17),13E-labdadien-15,19-dioico  15-

metilester.

Banskota y col., 1998.

acido 19-ox0-8(17),13E-labdadien-15-oico.

Banskota y col., 1998.

acido 13-hidroxi-8(17),14-labdadien-19-oico.

Banskota y col., 1998.

clerodano. Yasuhiro, 2005.
TRITERPENOS.
Cicloartenol. Christov y col., 1998; Marcucci y col., 1998.

a y B-amirina.

Furukawa y col., 2002.

cicloartenol. Furukawa y col., 2002.
escualeno. Kholodova y col., 1981.
lupeol Eda vy col., 2005.
ESTILBENOS.

resveratrol. Volpi, 2004.

pterostilbeno.

Ghisalbertiy col., 1978.

ESTEROIDES.
lanosterol. Kholodova y col., 1981.
colesterol. Kholodova y col., 1981.

chalinasterol.

Maciejewicz y col., 1982.




fucosterol.

Maciejewicz y col., 1982.

B-dihidrofucosterol.

Maciejewicz y col., 1982.

estigmasterol.

Maciejewicz y col., 1982.

AZUCARES Y POLIOLES.

glicerol. Issao, 2005.
sorbosa. Issao, 2005.
glucitol. Issao, 2005.

Tabla Ill: Continuacion.

COMPUESTOS

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

D-glucosa, D-ribofuranosa, talosa, D-fructosa,

D-glucocitol, sacarosa.

Heinen y Linskens, 1971-1972; Issao, 2005.

xilosa. Bankova y col., 1998.
galactosa. Bankova y col., 1998.
manosa. Bankova y col., 1998; Issao, 2005.

acido glucurdnico.

Bankova y col., 1998.

lactosa. Bankova y col., 1998.
maltosa. Bankova y col., 1998.
melibiosa. Bankova y col., 1998.
eritritol. Bankova y col., 1998.
xilitol. Bankova y col., 1998.
inositol. Bankova y col., 1998; Issao, 2005.

VITAMINAS.




tocoferoles.

Moreira, 1986.

vitaminas B;, B,

Moreira, 1986.

COUMARINAS.

esculetina y escopoletina.

Tikhonov y col., 1977; Mamontova y col.,

1988; Kedzia y Holderna-Kedzia, 1991.

2-[1-metil]-vinil-5-acetilcumarina.

Banskota y col., 1998.

2-[1-hidroximetil]-vinil-6-acetil-5-

hidroxicumarina.

Banskota y col., 1998.

2-[1-acetoximetil]-vinil-6-acetil-5-

hidroxicumarina.

Banskota y col., 1998.

LIGNANOS.

sesamina. Christov y col., 1999; Cui y col., 2002.
yangambina. Christov y col., 1999; Cui y col., 2002.
aschantina. Christov y col., 1999.

sesartenina.

Christov y col., 1999.

Tabla Ill: Continuacion.

COMPUESTOS

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1-(4-hidroxi-3-metoxifenil)1,2-bis{4-[(E)-3-
acetoxipropen-1-yl]-2-metoxifenoxi}-propan-

3-ol acetato.

Valcicy col., 1998.

1-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-2{4-[(E)-3-
acetoxipropen-1-yl]-2-metoxifenoxi}-propan-

1,3-diol 3-acetato (eritro y treo).

Valcicy col., 1998.

3-acetoximetil-5-[(E)-2-formileten-1-il]-2-(4-
hidroxi-3-metoxifenil)-7-metoxi-2,3-

dihidrobenzofurano.

Bankova y col., 1996a; Banskota y col., 1998;
Valcic y col., 1998.




AMINOACIDOS.

isoleucina. Khodjakulov y Burhon, 2005.
leucina. Khodjakulov y Burhon, 2005.
cisteina. Khodjakulov y Burhon, 2005.
valina. Khodjakulov y Burhon, 2005.
glutamina. Khodjakulov y Burhon, 2005.
tirosina. Khodjakulov y Burhon, 2005.
prolina. Gabrys y col.,, 1986; Khodjakulov y Burhon,
2005.
metionina. Khodjakulov y Burhon, 2005.
triptofano. Khodjakulov y Burhon, 2005.
asparagina. Khodjakulov y Burhon, 2005.
fenilalanina. Khodjakulov y Burhon, 2005.
oxiprolina. Khodjakulov y Burhon, 2005.
serina. Khodjakulov y Burhon, 2005.
treonina. Khodjakulov y Burhon, 2005.
glicina. Khodjakulov y Burhon, 2005.

Tabla Ill: Continuacion.

COMPUESTOS REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
alanina. Khodjakulov y Burhon, 2005.
argilina. Gabrys y col., 1986.

OTROS.




imidazol.

Maciejewicz y col., 2002.

benzaldehido.

Serray Ventura, 1994.

6-tridecil-tetrahidro-2H-piran-2-ona.

Negriy col., 2003.

1-bencilidano 2,2,3,3-tetrametil-

ciclopropano.

Negriy col., 2003.

2-terbutil-nafto[2,3-b]furan-4,9-diona.

Negriy col., 2003.

2,6-bis-pentaniloxi-4-pentanilfenetanol.

Hegaziy col., 2001.

1-(4-hidroxifenetil)butano-1,3-diona.

Thany col., 2003.

dihidro-a-lapachol.

Bracho, 2000.

n-eicosano.

Bracho, 2000.

xanthorrhoeol.

Ghisalbertiy col., 1977 y 1978.

alcohol bencilico.

Borcicy col., 1996.

alcohol -3,5-dimetoxibencilico.

Ghisalbertiy col., 1977.

oy B amilasa.

Kaczmarek y Debowski, 1983.

-eudesmol.

Petriy col., 1988.

daphnetin.

Nagy y col.,1989.

galato de epigalocatequina.

Jeongy col., 2003.

galato de epicatequina.

Jeongy col., 2003.

3-nonadecilfenol.

Negriy col., 2003.

3-octadecilfenol.

Negriy col., 2003.

Aromadendrano-4S,102-diol

Eday col., 2005.




Tabla IV: Composicion quimica de los propdleos cubanos.

COMPUESTOS REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

BENZOFENONAS POLIISOPRENILADAS.

propolonas A-D
garcinielliptone. Cuesta y col., 1999; Marquez vy col., 2005.

hyperibone B.

xanthochymol
guttiferone E. Cuesta-Rubio, 2001; Cuesta-Rubio y col., 2002.

nemaorosona.

ISOFLAVONOIDES

2'-hidroxi-4', 7-dimetoxi isoflavano.
7-hidroxi-4'-metoxi isoflavona. Cuesta-Rubio, 2001.

2', 4, 7-trihidroxi-4'-metoxi isoflavano*

* Este compuesto fue corregido en el estudio actual. Realmente es el 3-hidroxi-9-metoxi pterocarpano (medicarpina).



Tabla V. Efecto Cotton (EC) de los cis pterocarpanos.

Cromoforo
Cromoforo cromano o _ B
2,3-dihidrobenzo [b] furan EC (0] Configuracion
a
EC EC !La (220-250 nm) P absoluta
'Lb (260-310 nm) 'Lb (260-310 nm)
Positivo Negativo Negativo - 6aRy 11aR
Negativo Positivo Positivo + 6aSy 11aS

Tabla VI. Efecto Cotton (EC) para isoflavanos.

EC de'Lb EC de’La Configuracion
(260-320 nm) (220-250 nm) absoluta.
Positivo Negativo 3R
Negativo Positivo 3S




Tabla VIII: Mezcla de disolventes empleados en la CC abierta.

Fracciones Disolvente %
1-103 CHCL; 100
104-136 CHCL3-CH3OH (98:2)
137-141 CHCL3-CH30H (95:5)
142-154 CHCL3-CH30H (90:10)
155-190 CHCL;-CH;0OH (80:20)
191-205 CHCL3-CH30H (70:30)
206-214 CHCL3-CH30H (60:40)
215-222 CHCL3-CH3OH (50:50)
223-230 CHCL3-CH30H (40:60)
231-244 CHCL3-CH30H (20:80)
245 CH3OH 100
246 CH3OH (HOAc 1%) -




Tabla IX: Mezcla de disolventes empleados en la CLMP, para el andlisis de la fraccion 2/7.

Fracciones Disolvente Proporcion
1-73 CeH14- CHCL3 (2:8)
74-101 CeH14- CHCL3 (1:9)
102-177 CHCL; 100
178-235 CHCL3-CH3OH (98:2)
236-285 CHCL3-CH30H (95:5)
286-317 CHCL3-CH30H (90:10)
318-341 CHCL;-CH;0OH (80:20)
342-349 CHCL3-CH30H (60-40)
350 CH30OH 100

Tabla X: Mezcla de disolventes empleados en la CLMP, para el anélisis de la fraccion 1/5.

Fracciones Disolvente Proporcion
1-100 CeH14- CHCL (20:80)
101-130 CeHus- CHCL (10:90)
131-218 CHCL; 100
219 CHCL3-CH3OH (98:2)
220-302 CHCL4-CH3OH (95:5)
203-369 CHCL3-CH30H (90:10)
370-400 CHCL;-CH3OH (80:20)
401-460 CH3OH 100




Tabla XV: Datos espectroscopicos de los productos 6y 7.

Neovestitol (6) Isosativan (7)
Posicid (CD30D, 600 MHZz) (CDCL3, 300 MH2z)
osicion 3 1 3 .
6°C 8" H (Jy.nenHz) 6°C d"H (Ju.nen Hz)
2ax 3,98 (t,10,0) 4,06 (t, 10,0)
71,3 69,9
2ec 4,26 (m) 4,35 (m)
3ax 33,1 3,49 (m) 31,7 3,52 (m)
4ax 3,00 (dd, 10,5y 15,1 3,02 (dd, 10,3y 15,7
314 ( y15,1) 30.2 ( y 15,7)

4ec 2,82 (dd, 5,5y 15,1) 2,91 (dd, 5,4y 15,7)
5 131,2 6,98 (d, 8,8) 130,1 | =7,01(t, 8,6y8,6)
6 107,8 6,45 (dd, 2,2 y 8,8) 107,2 | = 6,49 (m)
7 160,4 159,3
8 102,3 6,37 (d, 2,2) 1014 |6,44(d, 2,5)
9 156,5 155,0
10 116,1 114,4
1 120,0 119,9
2' 158,0 1542 | 5,11 (s)
3 103,6 6,34 (d, 2,4) 102,1 | 6,36 (d, 2,4)
4 157,3 159,0
5 107,6 6,28 (dd, 2,4y 9,0) 105,9 | =6.,49 (m)
6' 128,8 6,90 (d, 9,0) 128,1 | =7,01(t,8,6y8,6)
OCHg; (C-4Y) 55,3* | 3,78
OCHj3 (C-7) | 55,6 3,76 55,3* | 3,77

* Pposiciones intercambiables.




Tabla XVII: Datos espectroscépicos de los productos del 9-13.

Posicion

Homopterocarpina (9)

Vesticarpan (10)

3,8-dihidroxi-9-metoxi
pterocarpano (11)

(CD;0D, 300 MHz)

3-hidroxi-8,9-dimetoxi
pterocarpano (12)

(cDCl;, 600 MHz)

3,4-dihidroxi-9-metoxi
pterocarpano (13)

(CD;0D, 600 MHz)

(CD;0D, 300 MHz) (CD;0D, 600 MHz)
5'H (Jyyen 5™ (Jyen 5™ (Jyen 5™H (Jyen
613C 81H (JH.H en HZ) 613C ( H-H 613c ( H-H 613c ( H-H 813C ( H-H
Hz) Hz) Hz) Hz)
1 133,0 7,44 (d, 8,5) 133,1 7,37(d, 9,8) | 131,0 7,30(d, 8,4) | 132,1 7,38 (d, 8,0) 122,1 6,86 (d, 8,3)
6,69 (dd, 2,5y
2 109,8 110,4 6,51 (m) 108,6 6,50 (m) 109,5 6,55 (d, 8,0) 110,4 6,56 (d, 8,3)
8,5)
3 162,4* 160,0 157,9 159,7 147,1
4 102,4 6,51 (d, 2,5) 103,8 6,33 (s) 102,1 6,33 (d, 2,3) 103,6 6,42 (s) 134,3
4a 159,0 157,6 155,9 156,8 145,8
4,25 4,23
4,26 4,32
Gec 4,30 (m) (dd, 4,0y (dd, 4,1y
67,6 67,3 65,4 66,5 (dd 5,0y 11,0) 67,9 (dd, 4,1y 10,1)
10,9) 10,2)
6ax 3,63 (m) 3,57 (t, 10,9) 3,56 (t, 10,2) 3,66 (t, 11,0) 3,58 (t, 10,1)
6a 40,8 3,62 (m) 41,3 3,54 (m) 39,5 3,50 (m) 40,4 3,53 (m) 40,9 3,52 (m)
6b 120,7 122,3 117,4 116,8 120,7
7 125,9 7,24 (d, 8,1) 115,3 6,76 (d,9,8) | 111,0 6,80 (s) 108,7 6,82 (s) 125,9 7,17 (d, 8,1)
6,52 (dd, 2,9y
8 107,2 105,6 6,53 (d, 9,8) 139,0 143,8 107,2 6,45 (d, 8,1)
8,1)
9 162,6* 150,0 147,0 150,0 162,5*
10 97,6 6,44 (d, 2,9) 132,0 94,2 6,50 (s) 95,6 6,51 97,5 6,39 (s)
10a 162,0 147,8 152,0 153,7 162,0*
11a 79,8 5,56 (d, 6,3) 80,1 550(d,6,5) | 77,4 543(d,6,5) | 78,1 5,47 (6,9) 80,2 5,50 (d, 6,5)
11b 113,9 113,0 110,4 112,8 113,7
55,7 56,6 54,5 56,9 55,9
OCH3 3,77 (s) 3,84 (s) 3,83 (s) 3,85 3,74 (s)
(C9) (C9) (C9) (C8) (C9)




OCH3

3,79 (s)

56,0
(C9)

3,83

*. Posiciones intercambiables para una misma columna.

Tabla XVIII: Pterocarpanos aislados de la muestra M-A. Elipticidad molecular ([®]) y rotacion éptica ([ap).

No Compuestos [®] [a]p (CH;OH)
6aS,11aS)-3-hidroxi-9-metoxi pterocarpano (0] 48,6
g | S118) plerocarp (Plss 1730 (c 1,25)
(medicarpina) [D]267-18,8
9 (6aS,11aS)-3,9-dimetoxi pterocarpano [@]6 21291,2 545 (¢ 0.18)
. l c l
(homopterocarpina) [®],57-6213,63
10 (6aR,11aR)- 3,10-dihidroxi-9-metoxi pterocarpano | ], -571,9 26,6 (c 0,03)
(vesticarpan) [, 806,1 ’ '
11 | (6aR,11aR)-3,8-dihidroxi-9-metoxi pterocarpano (D36 -12472,4 -266 (c 0,10)
[®]oes 3954,9
12 | (6aR,11aR)-3-hidroxi-8,9-dimetoxi pterocarpano [Plza7 -21086,9 -67,9 (c 1,25)
[@],, 100233
13 | (6aR,11aR)-3,4-dihidroxi-9-metoxi pterocarpano [©]35 -10437,8

[D]os 4934,1

-105,7 (c 1,25)




Tabla XX: Metabolitos identificados por CG-EM (Picos del 1-33).

No TR Por ciento
pico | (min.) (%) Compuestos

1 10,96 0,05 Acido propanoico, 2-[(trimetilsilil)oxy],-
trimetilsililester

2 11,54 0,10 Acido glicélico

5 20,38 0,05 Acido fosforico

6 20,55 0,31 Glicerol

7 21,86 0,44 Acido butadienoico

8 22,98 0,04 Acido propanoico, 2,3-bis[(trimetilsilil)oxy],-
trimetilsililester

9 23,87 0,15 Benzaldehido, 4-[(trimetilsilil)oxy]

10 25,25 0,09 Metileugenol

11 25,43 0,08 Hidroquinona

12 29,01 0,05 Isohomogenol

13 | 29,60 2,50 Acido malico

15 30,70 0,05 Eritritol

21 41,36 0,05 Gulosa

22 41,78 4,33 D-fructosa

23 42,03 4,28 Sorbopiranosa

25 43,19 0,34 B-D-Galactofuranosa

26 44,59 2,68 Manosa

29 47,70 3,08 Glucosa

30 | 48,18 0,05 Acido-D-glucénico

31 | 4831 0,03 Acido hexadecandico

33 49,13 0,03 Acido a-D-Glucopiranurénico




Tabla XXI: Metabolitos identificados por CG-EM (Picos del 41-64).

N° TR Por ciento . . .
. ] Compuesto (No) m/z (intensidad relativa)
Pico (min.) (%)
. 284 (100), 283 (39), 269 (35), 148
41 60,92 0,06 homopterocarpina (9)
(22), 161 (24)
. . 358 (61), 222 (100), 209 (83), 207
44 63,23 7,32 isosativan (7)
(60)
. . 342 (100), 341 (38), 327 (31), 219
45 63,33 12,99 medicarpina (8)
(5), 161 (9), 148 (11)
. 416 (43), 280 (100), 267 (98), 265
47 64,74 15,94 neovestitol (6)
(45).
, 416 (44), 222 (100), 209 (50), 207
48 65,02 29,19 vestitol (5)
(47)
L . 400 (69), 399 (46), 192 (85), 179
51 66,68 0,72 liquiritigenina (2)
(100), 177 (50)
o , 430 (100), 415 (22), 161(15), 148
52 67,02 2,02 3,4-dihidroxi-9-metoxi pterocarpano (13) (5)
53 67,68 0,71 3-hidroxi-8,9-dimetoxi pterocarpano (12) 373 (24), 372 (100), 357 (20)
. 340 (100), 325 (31), 208 (8), 132
57 68,67 1,16 formononetina (3)
(17).
vesticarpan (10) ; 3,8-dihidroxi-9-metoxi
58 68,94 0,37 430 (100), 219 (12), 249 (8)
pterocarpano (11)
o 472 (13), 458 (42), 457 (100), 307
64 70,74 1,28 isoliquiritigenina (1)

(10)




Tabla XXI1I: Principales flavonoides identificados desde siete muestras de propo6leos rojos cubanos.

A 0)
No R Compuestos Muestras de propoleos (% de cada componente)
A B C D E F G
9 28 64 Homopterocarpina N N N N N N N
8 Medicarpina
30,02 - 23,55 | 20,68 | 16,30 | 21,16 | 12,22 | 17,55 | 9,30
7 Isosativan
6 30.95 Neovestitol 10.83 1 10.30 | 8.13 | 9.28 | 258 | 3.86 | 5.77
5 31,12 Vestitol 24,57 | 24,29 | 19,16 | 27,02 | 10,11 | 15,16 | 22,21
2 32,08 Liquiritigenina 160 | 3,25 | 2,85 | 1,67 | 0,97 | 2,26 | 2,59
13 32,23 3,4-dihidroxi-9-metoxipterocarpano 2,69 | 2,16 | 261 | 1,95 | 1,50 | 2,64 +
12 32,65 3-hidroxi-8,9-dimetoxipterocarpano 1,00 | 1,03 | 1,90 | 1,07 | 0,48 | 0,93 | 1,96
3 33,18 Formononetina + + + + + + +
11 3,8-dihidroxi-9-metoxipterocarpano
33,40 0,37 | 1,52 | 2,47 - + 1,88 +
10 Vesticarpan
1 34,55 Isoliquiritigenina 449 | 582 | 549 | 586 | 1,55 | 451 | 2,98

(-) no detectado; (+) detectado pero no cuantificado.




Tabla XXV: Comparacidn cualitativa y cuantitativa entre el propdleos rojo cubano y el brasilefno.

Cuba Brasil
Compuesto (N°) Por ciento relativo Por ciento relativo

(%) (%)
isoliquiritigenina (1) 4,49 1,93
liquiritigenina (2) 1,60 0,72
formononetina (3) + +
vestitol (5) 24,57 28,41
neovestitol (6) 10,83 17,63
isosativan (7)

23,55 37,05
medicarpina (8)
homopterocarpina (9) + -
vesticarpan (10)

0,37* 0,88*
3,8-dihidroxi-9-metoxi pterocarpano (11)
3-hidroxi-8,9-dimetoxi pterocarpano (12) 1,00 -
3,4-dihidroxi-9-metoxi pterocarpano (13) 2,69 2,15
Producto 15 080 -
Producto 16 6,53

roducto 2 88
Producto 19
roducto 0.23 )

* La cuantificacién incluye a la formononetina.



