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Resumen

El propdleos es una resina cérea que las abejas elaboran a partir de exudados y resinas de arboles, plantas y
flores, por lo que su composicion quimica es compleja y depende de la flora presente en el area de recoleccion,
lo utilizan en la construccion, reparacién y protecciéon de la colmena. En el presente trabajo se aislaron e
identificaron algunos metabolitos secundarios a partir de propéleos colectado cerca de Angangueo, estado de
Michoacan, empleando una cromatografia en columna por gravedad (CCG) del extracto hexanico y monitoreada
por medio de cromatografia en capa fina (CCF). Los compuestos obtenidos fueron purificados mediante técnicas
de cromatografia en placa preparativa y fueron identificados como 13-epi-torulosol, y el succinato de 13-epi-
torulosol. Los derivados semisintéticos que se obtuvieron fueron el acetato de 13-epi-torulosol y el ester metilico
del succinato de 13-epitorulosol. Los compuestos obtenidos se caracterizaron mediante técnicas de RMN H y
13C.
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Abstract

The propoleos is a waxen resin that the bees prepare from exudados and resins of trees, plants and flowers,
therefore its chemical composition that is complex and depends on the present flora in the field of compilation,
they use it in the construction, repair and protection of the beehive. In the present work were isolated and identified
some secondary metabolites of propoleos collected near Angangueo, Michoacan, by gravity column
chromatography (GCC ) and the hexane extract was monitored by thin layer chromatography (TLC ) was
performed. The obtained compounds were purified by preparative plate chromatography techniques and were
identified as 13-epitorulosol and 13-epitorulosol succinate. The semisynthetic derivatives obtained were 13-epi-
torulosol acetate and 13-epitorulosol succinate methyl ester. The obtained compounds were characterized by
technigues of 'H and 13C NMR.

Introduccidén

La palabra propodleos se deriva del griego pro (en defensa de) y polis (la ciudad), con la cual se designa a la
sustancia que recubre la colmena o polis de las abejas y cumple funciones defensivas. El propoleos es una
sustancia resinosa y altamente adhesiva, que es colectada, transformada y usada por las abejas para sellar los
agujeros, fijar los panales de miel, pulir las paredes interiores y proteger la entrada contra los intrusos (Figura 1)
[Burdock, 1998].

En el pasado, la mayoria de los apicultores consideraban el propéleos como un producto inttil y carente de valor;
alejarlo de la colmena era un problema ya que ademas se debia efectuar cada afio. Hace poco, este producto fue
reconsiderado, debido al precio que se cotiza en el mercado.
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Figura 1. Abeja recolectora "pecoreadora”

Composicion quimica de propdleos

La composicion del propéleos es bastante compleja y variada ya que depende de la flora y de las condiciones
geogréficas y climaticas donde se elabora el producto. Las abejas recolectan las resinas en un perimetro de 1-2
Km alrededor de la colmena y su composicion dependera de la vegetacion circundante y de la preferencia de la
abeja por un determinado tipo de flores, segun su color, aroma, forma y floracién [Bankova y col., 2002].

En estudios anteriores se han aislado mas de 180 compuestos de los cuales se ha obtenido la composicion
promedio que se muestra en la Tabla 1. Los compuestos que han resultado con actividad bioldgica son los
flavonoides que incluyen flavonas, flavonoles, flavononas y flavononoles [Yang y col., 2011].

Tabla 1. Composicién promedio de propéleos

Composicién (%) - Compuestos, caracteristicas y observaciones

Resinas 45 - 55 Flavonoides, acidos fendlicos y ésteres

Ceras 7.55-35 En su mayoria cera de abeja, también de origen vegetal

Aceites esenciales 5-10 Terpenos Volatiles

Acidos grasos 5 La mayoria proceden de la cera y el resto dependen del origen
botanico

Polen 5 Proteinas del polen y aminoé&cidos libres. Predomina la prolina.

Otros compuestos organicos y 5 14 oligoelementos Fe y Zn son los mas abundantes

minerales otros: Au, Ag, Cs, Hg, K, Sh. )
Cetonas, lactonas, quinonas, esteroides, Acido benzoico
ésteres.
Vitaminas: B1, B2, B3, B6. Pequefias cantidades procedentes
principalmente del polen, azucares

Actualmente es aceptado y quimicamente demostrado que en zonas templadas como Europa, Norte América y
regiones no tropicales de Asia, la principal fuente del propéleos son los exudados de los brotes de las especies
Populus y sus hibridos. Las investigaciones realizadas sobre la composicién quimica de propdleos recolectado
en diferentes regiones, tales como Bulgaria, Espafia, Francia, Gran Bretafia, Hungria y México, revelan que el
origen de estos es el mismo, y que su fuente principal son las secreciones de los alamos negros (Populus nigra)
[Bankova y col., 2000, Hegazi y col., 2000].

En las zonas tropicales donde no se encuentran alamos ni abedules, las abejas encuentran disponibles una gran
variedad de plantas. Las especies reconocidas en éstas zonas como la mayor fuente de exudados son Clusia
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spp., Araucaria heterophylla, y Baccharis spp. Los propbleos de zonas tropicales estdn compuestos
principalmente por acidos p-cumaricos prenilados, acetofenonas, lignanos, di y triterpenos [Bankova 2000].

Propiedades y actividad biolégica

El propéleos es un producto de extraordinario interés para la medicina e industria farmacéutica, al que se atribuyen
efectos como antibacteriano, antiviral, antifingico, anticancerigeno, antioxidante, cicatrizante, inmunoestimulante,
anestésico, analgésico, entre otras. [Farré y col., 2004; Kumar y col., 2008; Palomino y col., 2010; Pineda y col.,
2010; Valenciay col., 2012]. Los flavonoides (quercetina, apigenina, galangina, etc.) y los acidos fendlicos (cafeico,
isoferdlico, cinamico y benzoico), ademas de ser téxicos para las levaduras, inhiben la actividad enzimatica de la
hialuronidasa y el &cido cafeico y la actividad de la dihidrofolato reductasa, lo cual podria explicar la similitud entre
algunos de sus efectos y los de algunos antiinflamatorios no esteroideos [Strehl y col., 1994; Bariliak y col., 1996;
Miyataka y col., 1997].

Al estudiar la actividad antibacteriana (Staphylococcus aureus y Escherichia coli), antifiingica (Candida albicans)
y antiviral (Avia influenza) de propodleos de diferente origen geografico, se comprueba que todos son activos frente
a hongos y cepas bacterianas Gram. (+) y muchas de ellas, también frente al virus de la influenza. En las muestras
procedentes de zonas templadas esta actividad se atribuye a sus contenidos en ésteres y acidos fendlicos,
componentes de los que carecen los propdleos de origen tropical que, sin embargo, muestran una actividad
similar por su contenido en derivados carbono prenilados del acido p-cumarico [Kujumgiev A y col., 1999].

Por otra parte debido a la naturaleza antioxidante del propdleos resulta como una alternativa en la industria
alimentaria para ayudar en la estabilidad de los alimentos [Vargas y col., 2013].

Debido a que la composicién del propéleos varia de acuerdo a la zona de la cual se obtiene, el presente trabajo
tiene como finalidad contribuir al conocimiento quimico y enriquecer la informacién sobre propdleos realizando un
estudio fitoquimico de muestras colectadas en la sierra madre oriental cerca de Angangueo, estado de Michoacan.
Para lo cual se realizé el aislamiento e identificacion de algunos de sus metabolitos secundarios y derivados
semisintéticos a través de reacciones de acetilacion y metilacién con diazometano.

Metodologia

Materiales

Para el aislamiento y purificacion de los metabolitos secundarios presentes en el propéleos reportado en este
trabajo se utilizé cromatografia en columna por gravedad (CCG) con silica gel (230/400 mesh), la cromatografia
en capa fina preparativa (CCFP) se realizé6 en cromatoplacas de vidrio ALUGRAM de 20x20 cm silica 100
G/UV254 de 1.0 mm de espesor. Como métodos de revelado se utilizé luz ultravioleta emitida de una lampara
portatil modelo MODER-UVLS-26 con longitud de onda de 254 nm y posteriormente se empleé como agente
cromogénico una solucién de 12 gr de sulfato cérico amoniacal y 22 mL de &cido sulfdrico. Los espectros de
Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de 1H y 13C, fueron determinados en un espectrémetro Brucker-Avance
de 400 MHz.

Obtencién de los extractos

El propdleos que se utilizd para realizar el presente trabajo se recolectd cerca de Angangueo, estado de
Michoacén. El propdleos fue obtenido a través de la técnica de raspado de la colmena. La cantidad que se obtuvo
de la muestra fue de 20.15 g, el aspecto que presentaba era color café oscuro, olor dulce, textura solida y chiclosa
con restos organicos, (abejas muertas, huevecillos, palos, etc). La muestra fue desmenuzada y colocada en un
matraz elermeyer de 500 ml y se le agregaron 300 ml de hexano, se agitd6 suavemente durante 90 min a bafio
maria, esperando a que se disolviera completamente el propéleos, para posteriormente filtrarlo con una gasa para
eliminar todo tipo de basura. Posteriormente se volvid a filtrar con-papel Whatman a alto vacio para seguir
eliminando las particulas que aun quedaban.

El filtrado se colocd en un matraz balén de 500 ml para eliminar el disolvente en el rotavapor, el residuo obtenido
se sec6 con una bomba de alto vacio obteniendo 7.54 g de peso.
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Cromatografia en columna del extracto de hexano de propdéleos

A 7.54 g de extracto hexanico de propéleos se le realizo la purificacion por cromatografia en columna por gravedad
(CCG). La columna fue eluida con mezclas de hexano-Acetato de etilo incrementando el porcentaje de acetato
de etilo. Se obtuvieron 110 fracciones de 150 ml cada una, las cuales fueron monitoreadas por medio de
cromatografia de capa fina (CCF).

Aislamiento de 13-epi-torulosol

Las fracciones 46-51 fueron reunidas obteniéndose 290 mg, los cuales se purificaron en 2 cromatoplacas
preparativas, en cada cromatoplaca se utilizaron 72.5 mg de muestra y se eluyé con una mezcla de Hexano-
AcOEt 7:3 obteniéndose de la 12 placa 46.2 mg de 13- epi-torulosol puro y de la 22 placa 39.6 mg, los cuales se
enviaron a RMN H y 13C.

Aislamiento del Succinato del 13-epi-torulosol

Las fracciones 102-110 obtenidas de la cromatografia en columna por gravedad (CCG) pesaron 51.7 mg. La
comparacion de estas fracciones por medio de cromatografia en placa fina con una muestra del Succinato del
13-epi-torulosol previamente obtenido, permitiéd la identificacion del Succinato del 13-epi-torulosol en estas
fracciones los cuales se enviaron a RMN 1H y 13C.

Metodologia para la obtencién de derivados semisintéticos
Procedimiento para la acetilacién del 13-epi- torulosol

De la fraccion del 13-epi-torulosol se pesaron 224 mg y se disolvieron en 1 mL de piridina, se le adicion6 1.0 mL
de anhidrido acético y la mezcla de reaccion se dejé en reposo durante 3 horas, al finalizar este tiempo se tomé
una cromatoplaca la cual fue eluida con una mezcla de Hexano-AcOEt 7:3, mostrando la formacion de dos
compuestos. El exceso de reactivos se eliminé en una bomba de vacid. Se purificaron 75 mg de la mezcla de la
reaccion en 1 placa de 10x20 cm y 1.0 mm de espesor y se eluyo con una mezcla Hexano-AcOEt 7:3 obteniéndose
de esta purificacion 34.6 mg, los cuales se enviaron a RMN H y 13C.

Procedimiento para la esterificaciéon del Succinato de 13- epi-torulosol

De la fraccién del succinato de 13-epi-torulosol se pesaron 51.7 mg y se disolvieron en 10 mL de éter etilico, se
adicion6 4 mL de una solucién de diazometano. La mezcla de reaccion se agito a temperatura ambiente y se
monitoreo por CCF hasta la desaparicién del Succinato. La mezcla de reaccion se llevé a sequedad en rotavapor.

Resultados y discusion

Del extracto en hexano del propéleos se obtuvieron 2 diterpenos, de los cuales al 13-epi-torulosol se le realizé
una reaccién de acetilacién y al succinato de 13-epiturolosol una esterificacion, obteniendo los derivados
semisintéticos correspondientes.

Aislamiento de 13-epi- torulosol

Se obtuvo el primer producto de las fracciones 46-51 resultando ser un sélido blanco traslucido, el cual primero
se identifico por medio de cromatografia en capa fina (CCF) y al purificar se logré elucidar su estructura con apoyo
de RMN de 'H y 13C, como un compuesto diterpenoide denominado 13-epitorulosol (Figura 2).
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Figura 2. Estructura del 13-Epiturolosol

En el espectro de RMN de protén se observan a campo bajo de 4.5-5.9 ppm las sefiales caracteristicas de los
dobles enlaces que tiene el 13-epiturolosol y a campo alto estan todas las sefiales del resto de los protones. En
el espectro total de 3C se observaron 20 sefales las cuales corresponden a 20 atomos de carbono,
confirmandonos la naturaleza diterpenica del 13-epi-torulosol.

Aislamiento del Succinato de 13-epi-torulosol

De las fracciones 102-110 de la cromatografia del extracto hexanico se aislé un sélido amarillo claro, el cual se
identific6 por medio de cromatografia en capa fina (CCF) y al purificarlo se obtuvo un compuesto que al elucidar
la estructura con RMN *H se identificé como el diterpeno Succinato de 13-epiturolosol (Figura 3).

Figura 3. Estructura del Succinato del 13-Epiturolosol

Por RMN de 'H ademas de las sefiales del 13 epiturolosol se identificé un multiplete en la zona entre 2.6-2.68 el
cual corresponde a los protones de la posicién 22 y 23 respectivamente.

Derivados semisintéticos

Con el 13-epiturolosol y el succinato de 13-epiturolosol que se aislaron se realizaron las reacciones de acetilacion
y esterificacion respectivamente.
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Figura 4. Estructura del Acetato del 13-Epiturolosol

La acetilacién del 13-epiturolosol se hizo con anhidrido acético en presencia de piridina, después de 3 h de
reaccion por cromatografia de capa fina se observo la formacion de dos compuestos menos polares, por lo cual
se procedio a purificar, obteniendo el producto deseado (Figura 4). Por RMN de 'H se observo en 2.05 ppm la
sefial caracteristica del metilo 22.

La esterificacion del succinato del 13-epiturolosol (Figura 5) se realiz6 con diazometano a temperatura ambiente
hasta la completa desaparicion por cromatografia de capa fina del producto de partida. Finalmente el producto se
obtuvo y por RMN de protdn se observa la sefial caracteristica del metilo del ester en 3.6 ppm.

Figura 5. Estructura del Ester del Succinato de 13-Epiturolosol

La obtencién de los derivados semisintéticos permitié confirmar de manera inequivoca los metabolitos aislados
del propdleos. Con lo cual se contribuye a la identificacién de los derivados terpéticos que se encuentran en el
propéleos como parte esencial de su compaosicion.

Trabajo a futuro

En trabajos futuros se pretende identificar los metabolitos presentes en el propdleos aislado con disolventes
polares lo cual permitira aislar otro tipo de metabolitos que no sean de naturaleza terpénica. Por otra parte se
estudiara la capacidad antioxidante, asi como la actividad antimicrobiana y antiparasitaria en extractos de
propéleos extraidos con disolventes de diferente polaridad, ademdas de identificar las caracteristicas
fisicoquimicas del mismo y realizar la evaluacion por HPLC de los extractos.
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Conclusiones

Del propéleos recolectado en la zona de Angangueo, estado de Michoacan, se aislaron y elucidaron mediante
técnicas espectroscOpicas de resonancia magnética nuclear de proton y carbono 13, las estructuras de 2
metabolitos secundarios a partir del extracto hexanico de propéleos los cuales fueron determinados como 13-
epitorulosol y Succinato de 13-epitorulosol. Finalmente con estos metabolitos se obtuvieron dos derivados
semisintéticos identificados como acetato de 13-epi-torulosol y el ester metilico del succinato de 13-epitorulosol.
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