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RESUMO

Propolis, palavra de origem grega e significa a defesa da cidade. Usado na colméia para
fechar frestas, garantindo a prote¢do contra microorganismos. Diversas propriedades foram
relatadas terapeuticamente como: bactericida, fungicida, antivirus, antiinflamatéria. As
amostras de propolis brasileiras podem ser classificados em 13 grupos, baseados nas
caracteristicas fisico-quimicas e classificadas da seguinte maneira: cinco no Sul do Brasil
(grupo 3), um no Sudeste (grupo 12) e seis no Nordeste (grupo 7). O trabalho teve como
objetivo a investigacao fitoquimica de duas amostras de prépolis: uma de Alto Santo - Ceara e
outra de Minas Gerais — Brasil, além da determinagao da atividade bioldgica e antioxidante.
Da amostra de prépolis do Ceard, foram identificados: triterpenos (lupeol, dcido candrico,
lupenona e germanicona); flavonoides (quercetina, canferol, acacetina, 3-(4-metoxifenila)
acrilato de 2(E)-2-metoxifenila-5-(5-hidroxi-3,7-dimetoxi-4-oxo-4H-cromen-2-ila). Da
propolis de Minas Gerais popularmente chamada de prépolis verde, obteve-se: 4cido p-
cumaric, acido (E)-3-(3,4-dihidroxifenila) propendico e uma mistura dos acidos: acido (E)-3-
(4-hidroxifenila) propendico, 4cido 3-phenilpropandico e 4cido 3-(4-hidroxifenila)
propandico. Do lupeol obteve-se uma série de derivados, entre eles: o produto oxidado e os
ésteres no carbono-3. Os compostos e os derivatives puros do lupeol foram identificados por
métodos espectroscopicos tais como IR, o0 RMN 'H e >C CG/EM. Extrato de prépolis e
compostos puros isolados foram avaliados para a atividade antioxidante usando o método de
captura de radical DPPH (2,2-difenila-1-picril-hidrazila) e os resultados mostraram a
atividade muito boa para extratos e para os flavondides, os triterpenos mostraram uma
atividade pequena. Do o6leo essencial da prépolis de Minas Gerais, identificaram-se os
constituintes classificados como monoterpenos oxigenados (0,3%), hidrocarbonetos
sesquiterpenos (65,18%), sesquiterpenos oxigenados (23,64%), e derivados do dcido cindmico
(6,17%). Foram identificados 24 constituintes, representando 97,7% do dleo, e os compostos
principais definidos como: E-nelolidol (17,14%), E-cariofileno (13,38%) e selin-3,7(11)-
dieno (10,35%) foram os mais abundantes. O 6leo foi caracterizado com alta percentagem de
hidrocarbonetos sesquiterpenos e sesquiterpenos oxigenados. A partir da propolis de Minas
Gerais, material de partida para a produgdo de po6 liofilizado, produziu-se prépolis soldvel em
agua, obtida de uma mistura com solucdo de L-lisina e PVP. O liofilizado terd destino para

testes bioldgicos.
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ABSTRACT

Propolis, word has the Greek origin, and means city defense. Used in the beehive to forbid
openings, guaranteeing protection against microorganisms. Several therapeutically properties
were reported such as: bactericidal, fungicidal, antivirus, anti-inflammatory. Brazilian
propolis can be classified in 13 groups, based on the physical-chemistry characteristics
classified as: five in the South of Brazil (group 3), one in Southeast (group 12) and six in the
Northeast (group 7). The present work has a goal the phytochemical investigation of two
samples of propolis: one from Alto Santo - Ceard and other from Minas Gerais - Brasil and
determination of biological activity. From a sample of propolis of Ceard, were identified:
triterpenes (lupeol, acid canaric, lupenone and germanicone); flavonoids (kercetin, kanferol,
acacetine, 3-(4-methoxyphenyl) acrilate of 2-(E)-2-methoxyphenil-5-(5-hydroxy-3,7-
dimethoxy-4-oxo-4H-cromene-2-il). For the sample propolis of Minas Gerais popularly called
“green propolis” were identified p-cumaric acid, (E)-3-(3,4-dihidroxyphenyl) propenoic acid
and a mixture of acid ones: (E)-3-(4-hydroxyphenyl) propenoic acid, 3-phenylpropanoic acid
and 3-(4-hydroxiphenil) propanoic acid. From lupeol a serie of derivative were obtained
including oxidation and esters at carbon-3. Pure compounds and lupeol derivatives were
identified by spectroscopic methods such as IR, '"H and *C NMR and MS. Propolis extracts
and pure compounds were evaluated for scavenger activity using DPPH (2,2-diphenyl,1-
picril-hidrazil) bioassay and results showed very good activity for extracts and for flavonoids
where as triterpens showed a week activity. The essential oil of the propolis from Minas
Gerais obtained by hydrodestillation process was analyzed by CG-MS techniques and
composition was defined as: oxygenated monoterpenes (0,30%), hydrocarbons sesquiterpenes
(65,18%), sesquiterpenes oxigenated (23,64%), and derivatives of the cinamic acid (6,17%).
Twenty constituent were identified representing 97.7% and major compound defined as: E-
nelolidol (17,14%), E-cariofilene (13,38%) and selin-3,7(11)-dien (10,35%). The oil was
characterized with high percentage of hydrocarbons sesquiterpenes and oxygenated
sesquiterpenes. The green propolis of Minas Gerais was used as material for the lyophilized
drug production. From the propolis water soluble together with L-lysine and a polymer PVP

was obtained a power and it is using for biological tests as anticancer agent.
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INTRODUCAO

Esse trabalho teve por objetivo geral, conhecer a composicao quimica de uma amostra
de propolis do Ceard e uma de Minas Gerais. Tracar perfil cromatografico dos constituintes
quimicos voléteis usando Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa (CG-
EM). Realizar teste de atividade antioxidante e bioldgica, e preparar propolis solivel em dgua.

Pode-se citar ainda como objetivos especificos:

» Extrair e analisar os 6leos essenciais das amostras de propolis.

» Proceder a fracionamento cromatografico com os extratos ativos, e submeter as fracdes a
procedimentos visando o isolamento e a determinacao dos constituintes quimicos ativos.

» Disponibilizar estes produtos naturais para testes especificos.

» Realizar fracionamento cromatografico em silica gel, sephadex LH-20, dos extratos ativos
e inativos, visando conhecer a composi¢ao quimica das espécies em estudo.

» Preparar derivados a partir de lupeol obtido da prépolis, tais como composto acetilado,
oxidado, reduzido e outras mais, uma vez que estudos prévios constataram presenca
significativa desse triterpeno na amostra.

» Comparar a natureza quimica dos constituintes fixos isolados.

» Elaborar prépolis com solubilidade em agua, utilizando técnicas existentes na literatura e

as adaptando para nossa realidade.

A partir da prépolis do Ceard, isolou-se e identificou-se os triterpenos lupeol, seco-
triterpeno 4cido candrico, lupenona e germanicona, os flavondides quercetina, canferol,
acacetina, 3-(4-metoxifenila) acrilato de 2(E)-2-metoxifenila-5-(5-hidroxi-3,7-dimetoxi-4-
oxo-4H-cromen-2-ila). Do lupeol obtido, realizou-se sintese de cinco derivados, acetato de

lupeol, lupenona, formiato de lupeol, oxima e cinamato de lupeol.

Da proépolis de Minas de Gerais, a partir do liofilizado soluvel em agua, isolou-se e
identificou-se o 4cido p-cumdrico, o 4cido (FE)-3-(3,4-dihidroxifenila) propendico e uma
mistura dos 4cidos: dcido (E)-3-(4-hidroxifenila) propendico, acido 3-fenilpropandico e acido

3-(4-hidroxifenila) propandico.



Realizou-se teste de atividade antioxidante, utilizando-se o método de captura de
radical DPPH, com prépolis do Ceard e alguns constituintes isolados. Bem como teste

bioldgico com células cancerigenas.

Do ¢leo essencial da propolis de Minas Gerais, identificou-se os constituintes
classificados como monoterpeno oxigenado (0,3%), hidrocarbonetos sesquiterpenos
(65,18%), sesquiterpeno oxigenados (23,64%), e derivados do &4cido cindmico (6,17%).
Foram identificados cerca de 20 constituintes, representando 95,29% do oleo: E-nelolidol
(17,14%), E-cariofileno (13,38%) e selin-3,7(11)-dieno (10,35%) foram os mais abundantes.
O o6leo foi caracterizado com alta percentagem de sesquiterpenos hidrocarbonetos e

sesquiterpenos oxigenados.

Portanto, os resultados da propolis do Ceard sdo bastante promissores, com a presenca
de triterpenos e flavondides, abre-se assim a possibilidade de aprofundamento no estudo da
propolis da regido. A prépolis de Minas Gerais serviu como material de partida para a
producgdo de po liofilizado, a partir da prépolis solivel em dgua, obtida de uma mistura com
solucdo de L-lisina. Liofilizado que terd destino para testes biol6gicos como substincia ativa
contra carcinogénese e angiogénese do tumor de bexiga induzida por 4-(N-butil-N-

nitrosoamino)-1-butanol em ratos Wistar.



1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Propolis: Palavra de origem grega, pro (defesa) e polis (cidade). Utilizada na colméia
para vedar frestas, garantindo protecio contra microorganismos (CIENCIA E
TECNOLOGIA, 2003). Substancia balsamica de origem vegetal, coletada e transformada
pelas abelhas dos ramos, flores, pdlen, brotos, exsudados de drvores e acrescentam secrecoes
salivares (PEREIRA" er al., 2002). Coloragdo varidvel de marrom escuro passando a
esverdeada até marrom avermelhado. Odor caracteristico ou sem odor algum. Ponto de fusao
60-70°C podendo chegar a 100°C. Aos 15°C se apresenta dura, tornando-se maledvel aos
30°C. Parcialmente solivel em solventes organicos. O interior da colméia chega a ser mais
asséptico do que qualquer sala de cirurgia. A prépolis pode ser coletada por raspagem direta
utilizando espatulas dos alvados, dos favos e de espacos deixados na colméia de forma que as
abelhas ali depositem, por meio de tela ou ainda por meio de uma colméia especial com
coletor inteligente de propolis (MALASPINA & PALMA, 2003). Possui propriedades
terapéuticas: bactericida, fungicida, virocida, antiinflamatéria e cicatrizante (BANKOVA,
1998). Na odontologia, a prépolis € usada no tratamento de gengivites, quelites, cirurgias e
pOs-extragdo dentdria e, ainda, no controle da placa bacteriana, prevenindo as cdries
(MANARA, 1999). Extrato de propolis a 20%, no combate a candidiase bucal, controla
crescimento in vitro de Streptococcus mutans e Actinobacillus actinomycetemcomitans,
respectivamente, cariogénico e periodontopatogénico (MARTINS, 2005). Testes em ratos
apresentam a propolis com atividade neuroprotetora no infarto cerebral (SHIMAZAWA et al.,
2005). Abaixo, Figura 1, amostra de prépolis verde e Extrato Etandlico de Prépolis (EEP) de

Minas Gerais.

FIGURA 1: I- Prépolis verde de Minas Gerais e II- Extrato etandlico de propolis



O aumento das publicagdes sobre propolis nas décadas de 80 e 90, bem como das
patentes aplicadas que entre os anos de 1965 e 1999 foram cerca de 239. A primeira patente
brasileira sobre prépolis surgiu em 1995 para uso em tratamento odontolégico. Até 1999 o
Brasil possuia cerca de trés patentes. Na Europa a padronizagao da prépolis se deu como um

fitoterdpico, cujo principal pardmetro € o teor de flavondides (PEREIRA" et al., 2002).

Estudos demonstraram que EEP apresentou 30% de atividade bactericida em solucao
hidroalcodlica 50%. De forma a determinar fingerprinting, realizou-se andlise quimiométrica
para estabelecer correlacdo nas amostras estudadas por meio de cdlculos estatisticos. O
espectro de massa foi expresso com a intensidade do fon individual (M — H) de dois ions
negativos marcados de cada amostra. Assim foi possivel estabelecer diferencas nas amostras
de prépolis de diferentes regides do pais, com clara diferenca entre a prépolis vermelha
(Nordeste — R1 e R2), marrom (Sul — B1 e B2) e verde (Sudeste - G), diferenciando as
mesmas de amostras da Europa, América do Norte e Africa, demonstrado na Figura 2 abaixo

(SAWAYA® et al., 2004; SAWAYA” et al., 2004).

PC1 (25.2%)
EUROPE

BAT® BA3
Ty Bad

(15.9% PC3

FIGURA 2: Analise quimiométrica de amostras de prépolis

Fonte: Sawaya® er al. (2004)



Nao existia uma legislagdo oficial em nenhum pais € nem tdo pouco um padrio
internacional definido para a prépolis in natura ou para o extrato em relacdo ao controle de
qualidade. Apenas alguns paises t€ém demonstrado alguma preocupagcdo como a Rissia e o
Japao, mas nada oficial. No Brasil, a comunidade de apicultores se preocupava em perder
mercado, porque ndo se discutia a padronizacdo, o que veio a ocorrer com a publicacdo da
Instru¢do Normativa N° 3, de 19 de janeiro de 2001, pelo Ministério da Agricultura, que
aprova os regulamentos técnicos de identidade e qualidade para apitoxina, cera de abelha,
geléia real, geléia real liofilizada, pélen apicola, prépolis e extrato de prépolis, que em seu
Anexo VI, apresenta o regulamento técnico para fixacdo de identidade e qualidade de prépolis
e no Anexo VII, o regulamento de identidade e qualidade de extrato de propolis (BRASIL,
2001).

A prépolis brasileira agora é considerada a melhor do mundo, Kg saltou de US$5 para
US$200 no mercado japonés, isso devido as caracteristicas organolépticas e ao baixo teor de
metais pesados e demais poluentes. O Brasil exporta 70 toneladas/ano para finas medicinais,
movimentando US$25 milhdes. Os principais compradores sdo o Japdo, Estados Unidos,
Alemanha e China (MATERIA-PRIMA, 2004). As pesquisas indicam presenca de polifenéis
e flavondides (7,3%), quantidade muito maior do que a mencionada em outros estudos,
presenca de proteinas (106 g/Kg), gorduras (152 g/kg), vitamina A (161 mg/Kg), vitamina E
(1382 mg/Kg). Dezessete tipos de aminoacido foram encontrados. Dez dcidos graxos e 17
microelementos como zinco e cobalto foram detectados. A quantidade de pesticidas foi muito
baixa. Nao se detectou merctrio (Hg) e o arsénico (As) foi de 0,01 mg/kg. Esses resultados
sugerem que a propolis brasileira é de alta qualidade, nutracéutica e segura, indicada para

producdo de alimentos funcionais (ZHOU et al., 2005).

H4 uma necessidade de pesquisa em propolis, com estudos sobre a variabilidade
quimica, utilizando-se ensaios bioguiados dos principios ativos e comparagdo dos estudos
bioldgicos e composicdo quimica das diferentes amostras de prépolis, com origens diversas
(BANKOVA, 2005). Os principios ativos da prépolis se concentram nos seus constituintes
arométicos e fendlicos, presente uma grande quantidade de flavonéides, derivados do 4cido p-
cumdrico, compostos prenilados, triterpenos, diterpenos, benzofuranos e uma infinidade de
substancias que a cada dia sdo descobertas. Desses, os componentes mais importantes sao:
Flavondides como a quercetina, galangina, pinocembrina e crisina; enzimas como a catalase;

derivados do acido benzdico e caféico; derivados do acido e do dlcool cindmico; derivados do



benzaldeido; terpenos; 6leos essenciais. Amostras de propolis tropicais, especialmente a
brasileira, tem mostrado diferencas significantes na composicdo quimica, em detrimento a

amostras de propolis de zona temperada (TRUSHEVA et al., 2006).

Classificada em 12 grupos, baseados nas caracteristicas fisico-quimicas: cinco no Sul
do Brasil (grupo 3), um no Sudeste (grupo 12) e seis no Nordeste (grupo 6). As plantas de
origem desses grupos foram investigadas por meio de Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) e Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa (CG/EM).
Concluiu-se que as origens das amostras de propolis estudadas, grupo 3, 6 e 12
respectivamente, sdo resinas de poplar tree (Populus alba), Hyptis divaricata e Baccharis

dracunculifolia, respectivamente (PARK" et al., 2002; PARK? et al., 2002).

Posteriormente, Daugsch er al. (2007), estudaram amostras de propolis vermelha do
Nordeste. Foi observado que as abelhas coletavam exudato resinoso vermelho da superficie de
Dalbergia ecastophyllum L. Taub. para produzir propolis. Todas as amostras e exsudados
resinosos mostrara muita similaridade nos perfis cromatograficos de Cromatografia em
Camada Delgada de Alta Eficiéncia (CCDAE) e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia em
Fase Reversa (CLAE-FR). A prépolis vermelha coletada ao longo da costa do mar e de rios

no Nordeste brasileiro foi entao classificada como prépolis do grupo 13.

O extrato etandlico de prépolis, exerce efeito antibacteriano sobre Staphylococcus
aureus, Staphylococcus sp., coagulase negativos e Streptococcus agalactiae, mas ndo inibe o
crescimento de amostras Gram-negativas nas concentragdes estudadas (100 mg/mL), isoladas
do leite de vacas com mastite (PINTO et al., 2001). Na agricultura, a prépolis se mostra eficaz
in vitro na inibicdo de gazes produzidos por microorganismos ruminais e aumenta a taxa de
digestdo especifica dos carboidratos (STRADIOTTI JUNIOR et al., 2004). O dleo de soja
reduz o consumo de matéria seca e de fibra em detergente neutro na presenca de extrato
etandlico de prépolis, aumenta os teores de gordura, proteina e sélidos totais no leite de
cabras, aumenta o pH e reduz a relagdo acetato/propionato no liquido ruminal (LANA et al.,

2005).

Pesquisa realizada na internet, em primeiro de outubro de 2007, no site Chemical
Abstract, com a palavra “propolis”, utilizou-se como bases de pesquisa, CAPLUS e

MEDLINE, foram citados 1896 referéncias. Pode-se observar que ano a ano, cresceu o



interesse pela propolis, para 2007 (200 citacdes) até a data do levantamento e para 2006 (341).

Como visualizado na Figura 3, abaixo.

FIGURA 3: Trabalhos publicados sobre propolis no Chemical Abstract.

1.1. Constituintes quimicos identificados na prépolis brasileira

Diversos sdo os constituintes quimicos identificados na propolis brasileira e que nos
ddo certeza da sua qualidade quimica e de sua producdo em nosso pais, o que valoriza
sobremaneira esse bem citado como um antigo remédio utilizado na medicina moderna,
substancias como flavonoides, acidos fendlicos e seus €steres, com atividade contra bactérias,
fungos e viroses, e ainda com atividade antiinflamatéria e moduladora do sistema
imunolégico, tem se mostrado também como anti hipertensivo e redutor dos niveis de
colesterol. Diversos estudos sdo realizados no mundo inteiro sobre suas caracteristicas, por
seu aspecto diverso e composi¢io variada. Estudos clinicos sd@o necessdrios para atestar seu
uso nas mais variadas situagdes, conforme sua composi¢ao quimica inusitada, que varia de
acordo com a regiao do planeta onde é elaborado pelas abelhas. Utilizado ha séculos,
mencionado por estudiosos gregos e romanos, no tratamento das mais variadas doengas, como
tuberculose, ulcera duodenal e disturbios géstricos, nos mais diversos tipos de dermatites e na
reducdo da febre, como anti-séptico e cicatrizante, em pacientes com processos inflamatérios

graves e aterosclerose (CASTALDO E CAPASSO, 2002).



1.1.1. Constituintes quimicos identificados no oleo essencial da propolis brasileira

Em estudo realizado por Bankova et al. (1995), a partir de amostras de propolis
colhidas em diversas localidades e classificadas como: Br-1 coletada em reservas de
reflorestacdo de Eucalyptus (Sdao Paulo — Rio Claro), Br-2 em floresta nativa (Parand —
Prudentopolis), Br-3 em plantag¢do de castanha de caju (Ceard — Pacajis) e Br-4 em plantagcao
de laranjas (Sao Paulo — Limeira). Br-1 e Br-2 apresentaram composi¢ao idéntica. Br-1 e Br-4
também apresentaram similaridade, entretanto o ultimo apresentou mais componentes. Em
Br-3, amostra do Ceard, identificou-se apenas dois sesquiterpenoides (J&-cadineno e
humuleno), e os hidrocarbonetos (xileno, octadecano, nonadecano, heneicosano, tricosano,
pentacosano) e mais dihidrobenzofurano. Os resultados foram comparados com o O6leo
essencial da prépolis Biilgara, apenas J-cadineno esteve presente nas trés amostras brasileiras
e na Bulgara. Dentre os componentes dos 6leos essenciais estudados, citam-se: acetonas e

aldeidos, ésteres, dcidos, terpendides, sesquiterpeno, hidrocarbonetos e benzofuranos.

A variagdo sazonal do 6leo essencial de propolis brasileira foi estudada por Bankova et
al. (1998), o resultado demonstrou que a variacdo sazonal ndo foi muito significativa
quantitativamente. Os estudos foram feitos a partir de prépolis produzida por duas espécies de
abelhas: Apis mellifera (africanizada) e A. mellifera ligustica, durante as quatro estagdes do
ano. Utilizaram-se GC e GC/EM para andlise e os maiores componentes do 6leo foram
espatulenol (3,0-13,9%), (2Z,6E)-farnesol (1,6-14,9%), benzoato de benzila (0,3-18,3%) e
acetofenona prenilada (3,4-17,1%).

A atividade antibacteriana do 6leo essencial de prépolis brasileira foi estudada por
Bankova et al. (1999), a partir de trés amostras obtidas do Brasil, de duas regides e trés
espécies diferentes de abelhas: G1 (0,08%, Piaui — Picos, Melipona compressites), G2
(0,15%, Prudentdpolis — Parand, Tetragona clavipes) e G3 (0,12%, Prudentépolis — Parana,
Melipona quadrisfasciata). Obteve-se desses 6leos essenciais acidos e ésteres, dlcoois, fendis,
aldeidos, monoterpenos, sesquiterpenos, hidrocarbonetos alifdticos e aromadticos. Os Oleos
essenciais testados, apresentaram atividade contra Streptococcus aureus, nenhum apresentou

atividade contra Escherichia coli.

Kusumoto er al. (2001), isolaram dois novos constituintes do Oleo essencial de

propolis: 2,2-dimetila-8-prenila-6-vinilcromano e 2,6-diprenila-4-vinilfenol, além de outros



sete compostos ja conhecidos. As estruturas dos constituintes reportados no 6leo essencial da
propolis brasileira e atividade bioldgica estdo mostradas nos Tabela 1 e nos Quadros que se
seguem. Os numeros registrados nas estruturas dos Quadros 1-5 estdo relacionados aos

autores da Tabela 1.

TABELA I: Substancias identificadas no dleo essencial da propolis brasileira

AUTORES SUBSTANCIAS ATIVIDADE
IDENTIFICADAS BIOLOGICA

1 Kusumoto et al. (2001)
Acidos, ésteres, alcoois, fendis,

2 Bankova et al. (1999) cetonas, aldeidos, éteres,

terpendides (monoterpenos €  Antimicrobiana
3 Bankova et al. (1998) sesquiterpenos) e

hidrocarbonetos (alifaticos e
4 Bankova et al. (1995) aromaticos)

QUADRO 1: Acidos e ésteres identificados no 6leo essencial de propolis brasileira
Os numeros registrados nas estruturas estéo relacionados aos autores da Tabela I
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QUADRO 2: Eteres, élcoois e fendis identificados no 6leo essencial de propolis brasileira
Os numeros registrados nas estruturas estéo relacionados aos autores da Tabela I

QUADRO 3: Aldeidos e cetonas identificados no 6leo essencial de prépolis brasileira
Os numeros registrados nas estruturas estéo relacionados aos autores da Tabela I
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QUADRO 4: Terpendides identificados no 6leo essencial de prépolis
Os nuimeros registrados nas estruturas estio relacionados aos autores da Tabela I

QUADRUO 5: Hidrocarbonetos identificados no 6leo essencial de prépolis brasileira
Os nimeros registrados nas estruturas estio relacionados aos autores da Tabela I

1.1.2. Constituintes quimicos identificados na propolis brasileira

Trés diferentes compostos foram isolados da propolis brasileira por Aga et al. (1994),
e apresentaram atividade antimicrobiana. Os compostos foram: (I) acido 3,5-diprenila-4-
hidrocinamico, (II) 4cido 3-prenila-4-dihidro-cinamoiloxicindmico e (III) 2,2-dimetila-6-

carboxietenila-2H-1-benzopirano. A resposta antimicrobiana contra Bacillus cereus (15,6;
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51,3 e 125 wug/mL), contra Enterobacter aerogenes (31,3; 62,5 e 125 pg/mL) e contra
Arthroderma benhamiae (15,6; >250 e 62,5 ug/mL). O composto (I), de acordo com os
autores, apresenta maior atividade das substancias isoladas da prépolis brasileira. O Composto
(II) foi estudado por Nakano et al. (1995), e apresentou atividade contra Staphylococcus

aureus resistente a meticilina com apenas 2 gg/mL.

Nikolova & Marcucci (1996), isolaram e identificaram uma nova lignana

benzofuranica e a canferide.

Diterpenos clerodanos isolados da propolis brasileira: &4cido 15-o0x0-3,13(2)-
kolavadien-17-6ico e 4cido 15-o0xo0-3,13(E)-kolavadien-17-6ico, apresentaram atividade

citotoxica contra carcinoma hepatocelular humana (HuH13) (MATSUNO, 1997).

Quarenta e seis tipos de propolis produzidas por Apis mellifera foram coletadas de
Minas Gerais, Sao Paulo, Goias, Mato Grosso do Sul, Parand, Santa Catarina e Rio Grande do
Sul, por Park et al. (1997). Preparou-se extrato etandlico de prépolis a 80% (EEP). Todos os
extratos foram analisados para determinar a concentracdo de flavondides, utilizando-se o
método de nitrato de aluminio, espectrofotometria de UV, cromatografia em camada delgadas
de alta eficiéncia em fase reversa (CCDAE-FR) e cromatografia liquida de alta eficiéncia em
fase reversa (CLAE-FR). Os resultados encontrados apontaram qualidade diferente para a
prépolis do Sudeste e Sul do Brasil, apontando para dois diferentes nichos ecolégicos. As
amostras do SC, PR e RS mostraram similaridade pela presenca de flavondides, ja as amostras
de MG, SP, GO e MS, apresentaram-se um pouco diferentes. Conforme demonstrado no

Quadro 8, abaixo. Todos os EEP inibiram Staphylococcus aureus.

1. Quercetina; 2. Canferol; 3. Apigenina; 4. Ranetina; 5. Isoranetina;
6. Sacuranetina; 7. Crisina; 8. Acacetina; 9. Galangina

QUADRO 6: Flavonoéide presentes em amostras de propolis
em alguns estados brasileiros.
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Dois novos derivados do dcido cindmico foram identificados por Tazawa et al. (1998),
e denominados: 4cido (E)-3-(2,2-3-hidroxi-8-prenila-2H-1-benzopiran-6-ila)-2-propendico e
acido (E)-3-[2,3-dihidroxi-2-(1-hidroxi-1-metiletila)-7-prenila-benzofuran-5-ila] propendico,
outros vinte e dois compostos conhecidos foram identificados, dentre eles, trés foram
identificados na propolis pela primeira vez: dihidrokempferido, (+)-freo-1-C-guaiacilglicerol

e 4cido 3-prenila-4-(2-metilpropioniloxi) cindmico.

Matsuno et al. (1998), isolaram e identificaram um novo benzo-Jpirano da propolis
brasileira, de férmula molecular C;9H»,03, peso molecular 298,38, o nome dado a esse
composto colorido foi: dcido 3-[2-dimetila-8-(3-metila-2-butenila)benzopirano]-6-propendico,

segundo o autor, uma ciclizac¢io da artepilina C.

Derivado do dcido hidroxicinamico, dcido 3,4-dihidroxi-5-prenilcindmico foi isolado
por Hayashi er al. (1999), de amostra de prépolis brasileira e apresentou potente atividade
antioxidante. Outros onze compostos conhecidos foram isolados e identificados nesse estudo.
O composto mostrou atividade inibitéria na peroxida¢do do 4cido linoléico em solugdao
micelar, numa potencia de ICsg, 0,17 M, foi mais efetivo do que hidroxitoluenobultilado

(BHT; ICsp, 0,36 uM), nas condi¢Oes empregadas.

Tazawa et al. (1999), estudaram os constituintes da prépolis brasileira e isolaram sete
novos derivados do dcido p-cumdrico: p-cumarato de (F)-2,3-dihidroconiferila, dcido (E)-3-
{2,3-dihidro-2-[2-[(E)-p-comaroiloxy- 1-metiletila]-5-benzofuranila }-2-propendico, acido (E)-
4-(2,3-dihidrocinamoiloxy) cindmico, &cido(E)-3-(2,2-dimetila-3,4-dihidro-3-hidroxi-2H-1-
benzopiran-6-ila)-2-propendico, acido (E)-3-[2,3-dihidro-2-(1-metiletenila)-5-benzofuranila]-
2-propendico, acido (E)-3-[2,3-dihidro-2-(1-metiletenila)-7-prenila-5-benzofuranila]-2-
propendico, acido (E)-3-{3-[(E)-4-(2,3-dihidrocinamoiloxi)-3-metila-2-butenila]-4-hidroxi-5-
prenilfenila}-2-propendico. Dezessete compostos jd conhecidos da propolis brasileira,
incluindo quatro flavonéides um &4cido fendlico prenilado, quatro dcidos diterpendicos, uma
lignana, dois ésteres do acidos p-cumadrico e cinco derivados do dcido cinamico, todos da
fracdo acetato de etila obtida do extrato etandlico a 75% da propolis brasileira. Cinco desses
compostos foram isolados pela primeira vez na propolis: dihidrokaempferol (aromadendrina),

6-metoxikaempferol, dcido 4-hidroxi-3-prenilbenzdico, plicatina A e capilartemisina A
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Derivado benzopirano Z-fotoisomérico obtido de prépolis foi identificado por Hirota
et al. (2000), 4cido (Z)-2,2-dimetil-8-(3-metila-2-butenila) benzopirano-6-propendico e acido

(E)-2,2-dimetil-8-(3-metila-2-butenila) benzopirano-6-propendico.

Dois novos benzofuranos com alta atividade citotoxica contra células que induzem
carcinoma de figado e colén (26-L5) e fibrocarcinoma (HT-1080), foram isolados por
Banskota et al. (2000), denominados benzofurano A e B, juntos com dois compostos
prenilados conhecidos: acido (E)-3-[2,3-dihidro-2-2(1-metiletenila)-7-prenila-5-
benzofuranila]-2-propendico e 4cido (E)-3-{4-hidroxi-3-[(E)-4-(2,3-dihidroxi-cinamoila)-3-

metila-2-butenila]-5-penilprenila}-2-propendico.

Furukawa et al. (2002), isolaram e identificaram um éster de lupeol de cadeia longa
junto com outros triterpendides conhecidos: @-amirina, cicloartenol, lanosta-7,24-dieno-3-ol

e lupeol, isolados da prépolis verde brasileira.

Negri et al. (2000), observaram a predominancia de hidrocarboneto na faixa C»3-Css, €
ésteres homologos saturados normais na faixa Cp4-C3p, em amostras de Sao Paulo e Parana,
que se apresentaram semelhantes, sugerindo uma origem comum. Custédio et al. (2003),
analisaram 41 amostras de cera de propolis e nove amostras de cera de favos, ndo observaram
diferencas significativas, sugeriu-se apds andlise quimiométrica, que a presenca de
hidrocarbonetos, 4dcidos carboxilicos, dlcoois alifdticos e ésteres das ceras de propolis e de
favos de mel, estdo mais relacionadas as caracteristicas genéticas das abelhas, do que a flora

da regido.

Aratjo et al. (2002), em uma amostra de propolis do Parand, detectaram a presenca
através de HPLC de derivados do 4cido galico (21,18 mg/g), 3-metoxi-4-hidroxicinamaldeido
(0,96 mg/g), composto G1 (7,69 mg/g) e composto L1 (2,56 mg/g). A amostra apresentou

atividade anti-ulcerogénica.

Nascimento et al. (2003), analisaram o residuo insolivel apds extracdo da propolis
marrom do Tridngulo Mineiro com 4lcool etilico. Os resultados indicaram que o residuo
possuia polissacarideos, proteinas e restos de cera. Detectou-se ainda, discreta presenca de

taninos e a espectroscopia de IV indicou uma baixa concentracdo de ligninas. Nao se
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encontrou evidéncia da presenca de dcidos carboxilicos. As cinzas eram constituidas

principalmente de silicatos.

Nafady et al. (2003), utilizando ciclodextrina, numa técnica de inclusao dos
constituintes quimicos da prépolis brasileira, identificaram um novo composto: Acido 3-(3-
hidroxi-3-metilbutila)-5-prenila-4-hidroxicindmico, junto com dois derivados do 4cido
cinamico ja conhecidos: a artepilina C e a capilartemisina A, e dois flavondides:

aromadendrina e 3,5,7-trihidroxi-4’-metoxiflavona.

Pereira® er al. (2003), encontraram evidéncias em amostras de prépolis oriundas de
Citrus sp. do Sul e Sudeste do Brasil, presenca de alta concentracdo de derivados do acido

quinico.

Negri et al. (2003), reportaram um novo derivado do acido cindmico o cinamato de 3-
prenil propenila, além de outros derivados identificados como mistura através de técnica de
CG/EM: derivados do acido benzdico, benzaldeido, 4cido cinamico prenilado e ndo prenilado,

cromano € cromeno.

Estudo de revisdo sobre a origem e variacdo quimica da prépolis verde e sua
correlagdo com a Baccharis dracunculifolia (alecrim do campo), sugeriu-se que as abelhas
visitam outras fontes de resinas. Os componentes predominantes da prépolis verde sao os
derivados do dcido cinamico e compostos prenilados. Triterpenos, sesquiterpenos,
triterpendides di e pentaciclicos, muitas vezes sdo detectados, mas ndo estdo em todas as
amostras estudadas. Prépolis contém outros constituintes como pélen e aminoacidos. Outras
espécies que provavelmente sdo visitadas pelas abelhas sdo: Araucdria heterophylla,
Araucdria angustifélia, Eucalyptus citriodora, Clusia major, Clusia minor e outras espécies
de Baccharis. Na regido sul do Brasil ficou comprovada que a origem botanica da prépolis,
bem como na Argentina e Uruguai, é a espécie vegetal Populus Alba, segundo os perfis

fitoquimicos comparativos (PARKb et al., 2002; SALATINO et al. 2005).

Trusheva et al. (2006), isolaram da prépolis vermelha brasileira 14 substancias, das
quais seis eram novas em propolis, entre elas fendis simples, triterpenos, isoflavondides,

benzofenonas preniladas e naftoquinona epoxido (isolada pela primeira vez de fonte natural).
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Teixeira et al. (2006), isolaram o triterpeno: acetato de Bauer-7-en-3/-ila, majoritario

(7%) na amostra de propolis de Minas Gerias. Os nimeros das estruturas nos Quadros 6-5 das

substancias isoladas da propolis brasileira estdo relacionados aos autores da Tabela II e suas

respectivas atividades bioldgicas.

TABELA II: Constituintes fixos identificados na prépolis brasileira

AUTORES SUBSTANCIAS ATIVIDADE
IDENTIFICADAS BIOLOGICA
5 Teixeira et al. (2006) Triterpeno
6 Uto et al. (2005) Acido fenélico Antioxidante
7 Yojiro et al. (2006) Triterpeno (dcido mor6nico) Anti-HIV
Ito et al. (2001)
8 Trusheva et al. (2006) Derivados da fenilpropanona,
triterpenos, isoflavondides, Antimicrobiana
benzofenonas preniladas e
nafitoquinona epoxidada
9 Teixeira et al. (2006) Benzantraceno, antraquinona,
lactona, isoflavondide, fenantreno,
derivados fendlicos
10 Salatino et al. (2005) Cromenos prenilados, derivado do
acido cinamico, falvonoide,
benzofurano, terpenopides
(diterpeno labdano, diterpeno
clerodano, triterpeno)
11 Silva et al. (2005) Triterpendides tipo cicloartano
12 Sawaya" er al. (2004) Acido dicafeoilquinico
13 Sawaya” ef al. (2004) Benzofuranos, artepina C, 4cido p-  Antimicrobiana
cumarico, acido caféico, canferol
14 Pereira® et al., 2003 Derivados do 4cido quinico Hepatoprotetora
15 Pereira’ et al., 2003 Triterpenos (lupeol, lupenona) Antimicrobiana
16 Nafady et al., 2003 Fenol prenilado
17 Negri et al., 2003 Derivado do acido cindmico
18 Aratjo et al., 2002 Derivados do é4cido gélico, Antiulcerogénica
derivados do 4cido cinimico
19 Furukawa et al., 2002 Esteres do lupeol
20 Banskota et al., 2000 Benzopiranos
21 Hirota et al., 2000 Benzopiranos Citotoxicos
22 Hayashi et al., 1999 Derivados do 4cido cinamico Antioxidantes
23 Tazawa et al., 1999 Derivados do 4cido para-cumarico
24 Matsuno et al., 1998 Derivado benzopirano
25 Tazawa et al., 1998 Benzofurano prenilado
26 Nikolova & Marcucci, (1996) Lignana, benzofuranos, derivados
do 4cido cinamico
27 Nakano et al., (1995) Derivado prenilado do acido Antimicrobiano

Agaet al., (1994)

cindmico
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1- R1=H, R2=0OH, R3=COOH 1- R1=0H, R2=H, R3=CH,0H
2-R1=OH, R2= H, R3=COOH R2 2- R1=0H, R2= H, R3=COOH
3- R1,R2=0, R3=COOH 3- R1,R2=0, R3=COOH

11 11

QUADRO 7: Terpenos identificados na prépolis brasileira

Os numeros registrados nas estruturas estio relacionados aos autores da Tabela II
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QUADRO 8: Lignana identificada na prépolis brasileira

Os numeros registrados nas estruturas estdo relacionados aos autores da Tabela II

QUADRO 9: Nafitoquinonas identificadas na prépolis brasileira

Os nuimeros registrados nas estruturas estio relacionados aos autores da Tabela II

QUADRO 10: Benzofuranos e benzopiranos identificados na prépolis brasileira
Os numeros registrados nas estruturas estdo relacionados aos autores da Tabela I1
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QUADRUO 11: Fendis, dcidos e ésteres identificados na prépolis brasileira
Os numeros registrados nas estruturas estio relacionados aos autores da Tabela II
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1- R1=CH,CH=C(CH,),; R2=H
2- R1=H; R2=CO(CH,),Ph
3- R1=R2=H
4- R1=CH,CH=C(CH,)CH,OH (E)
5- R1=OH; R2=H
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QUADRO 12: Fendis, acidos e ésteres identificados na prépolis brasileira (continuagao)
Os numeros registrados nas estruturas estdo relacionados aos autores da Tabela II

QUADRO 13: Flavonéides identificados na prépolis brasileira

Os numeros registrados nas estruturas estio relacionados aos autores da Tabela II

[\]

QUADRO 14: Lactona identificada na prépolis brasileira

Os numeros registrados nas estruturas estdo relacionados aos autores da Tabela II
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1.1.3. Constituintes inorganicos identificados na propolis brasileiros

Sato & Hasegawa (1999), identificaram vinte e oito elementos inorginicos em seis
amostras de propolis, coletadas em diferentes locagdes. As amostras foram analisadas por
andlise de emissao espectroquimica, método de absorcdo espectrofotométrica e por método de
microondas apds decomposicao por absorpliometria. Os valores encontrados foram: para K,
Ca, Fe e Al (1000 mg/Kg), para P, Mg e Na (1000-100 mg/Kg), para Zn, Pb, Ti, Mn, Ba e Cr
(100-10 mg/Kg), para Sr, Cu, Ag, V, Ni e Sb (10-1 mg/Kg) e para os demais (> 1 mg/Kg). As
andlises estatisticas demonstraram similaridade entre amostras americanas e chinesas,

japonesas e mexicanas, japonesas e brasileiras, e baixa para escocesa e outras.

1.2. Atividades bioldgicas da propolis brasileira

A prépolis brasileira € reconhecida mundialmente por suas caracteristicas fisico-
quimicas. Sua qualidade, como dito anteriormente, ultrapassa a produzida pelas abelhas de
outros pontos do globo terrestre, livre de contaminantes como pesticidas e metais pesados,

além de sua atividade antioxidante.

Kujumgiev et al. (1999), estudaram atividade antimicrobiana e antiviral de prépolis de
diferentes regides do planeta, entre as amostras brasileiras: Brl (Rio Claro — SP), Br2
(Prudentopolis — PR), Br3 (Pacajis — CE) e Br4 (Limeira — SP). A prépolis tem grande
beneficio para as abelhas e para o homem, com atividade farmacoldgica de grande valor como

uma mistura natural.

Extratos hidroalcodlicos de propolis na propor¢cdo de 30% e 15%, foram testados
contra Pseudomonas sp, Escherichia coli e Staphylococcus aureus, obteve-se resposta

antimicrobiana (ENDLER et al., 2003).

Castro & Rosalen (2004), analisaram o efeito sazonal durante seis meses do potencial
antimicrobiano da prépolis tipo 12 (regido Sudeste), através da concentragdo inibitdria
minima (CIM) e concentracdo bacteriana minima (CBM) sobre S. mutans Ingbritt. Ao final,
sugeriram que o periodo de fim de inverno aumenta a concentracdo dos compostos quimicos

anticarie.
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Vargas et al. (2004), testaram atividade antimicrobiana in vitro de extrato alcodlico de
propolis a 50%. Testou-se 161 isolados bacterianos, tanto Gram positivos como negativos. Os
isolados foram considerados sensiveis quando nao ocorreu crescimento bacteriano na placa
ap6s 72 horas de incubacdo a 37°C. O extrato de propolis inibiu o crescimento de 67,7% das

bactérias isoladas: 92,6% das Gram positivas e 42,5% das Gram negativas

Estudo de revisdo destacou as propriedades antiinflamatérias, antimicrobianas,
antineoplésicas, antioxidante relatadas por diversos autores em diferentes estudos sobre a
propolis. A atividade antiinflamatéria foi relacionada a presenca de compostos como o acido
caféico, quercetina, narigenina e o éster fenetilico do 4cido caféico (CAPE), acido salicilico,
apigenina, 4cido fertlico e galangina. A despeito da atividade antimicrobiana, mesmo com a
grande variabilidade quimica, é a atividade mais conhecida e a mais estudada. A atividade
antineoplédsica € resultante da presenca de diversas substancias como um diterpeno
denominado PMS-1. O CAPE apresentou atividade antiproliferativa sobre a linhagem de
hepatocarcinoma Hep3B. A crisina inibiu o crescimento de glioma C6 de rato. A atividade

antioxidante foi relacionada pela presenca de polifendis como flavondides e CAPE

(MENEZES, 2005).

Um produto derivado da prépolis brasileira, que apresentou solubilidade em &4gua
(WSDP — Water-Soluble Derivative of Propolis), p6 de cor esverdeado, mostrou-se similar a
amostra de prépolis da Croécia, constituido de acido caféico (CA — cafeic acid), quercetina,
crisina e narigenina. O WSDP teve atividade inibitéria contra tumor de Ehrlich (EAT —
Ehrlich Ascite Tumor) por aumento da atividade dos macréfagos. Um outro estudo, verificou
a atividade de AC e éster prenilado do acido caféico (CAPE) na supressao do carcinoma
cervical humano HeLa (ORSOLIC & BASIC, 2005; ORSOLIC? ef al. 2005; ORSOLIC" et al.
2005).

Inimeros trabalhos e patentes relacionam a prépolis como uma substancia ativa no
combate as doencas da boca, mais especificamente ao combate ao S. mutans, causador da

carie dentdria (MANARA et al., 1999; MARTINS, 2005).

Paulino (2007), destacou a atividade antioxidante do extrato de prépolis, atuando na
ativacdo dos canais de potdssio diretamente ou mediada pela estimulagdo e receptores [2-

adrenérgicos, receptores de VIP (peptidio intestinal vasoativo) e a via do NO (6xido nitrico).



23

No Quadro 15, relacionam-se algumas substancias isoladas da prépolis e suas

respectivas atividades bioldgicas, obtido do site Forever Living Products (2007).

Acacetina, bisabolol
Acido benzéico

Acido caféico

Acido cindmico, dcido

cinamilideno, acido ferdlico,

acido isoferulico, ermanina,
galangina, 6leos essenciais
volateis

Apigenina
Artepilina C
Cafeato de 3 metil

Cafeato de metil, éster
fenetilico do acido caféico

(CAPE), Feruleato de metila

Crisina
Diterpendide clerodano
Eriodictiol

Ester benzilico do
acido p-cumdrico,
pinobanksina-3 acetato,
pinobanksina

Esteres do acido caféico,
pinostrobina

Ferulato de isopentila
Flavon-3-oles,

3' e 4'-diidroxi-flavonoides
Kaempferido

Kaempferol 7,4' dimetil
Luteolina
Pectolinaringenina
Pinocembrina
Pinosilvina

Quercetina

QUADRO 15: Atividades bioldgicas atribuidas as substancias presentes na prépolis

Antiinflamatdria
Antimicrobiano, anti-séptico
Antiviral, bactericida, antiinflamatorio

Antimicrobiano

Cicatrizante
Anticancerigeno e antileucémico
Antiviral

Anticancerigeno

Citotoxico, antimicrobiano
Anticancerigeno e bactericida
Combate a insuficiéncia pulmonar

Antimicrobiano-antimicotico

Anestésicos
Combate o virus da gripe do tipo A/Hong Kong.

Vaso protetor

Espasmolitica, combate as bactérias Acido-resistentes, como a
Mycobacterium phlei.

Antimicoética.

Antiviral e cicatrizante das dlceras do estbmago
Espasmolitica

Antimicrobiana-antimicética, anestésica

Bacilo subtilis, B. cereus e Mycobacterium phlei.

Anti-histaminica, antiviral, anticancerigena, espasmolitica, vaso

protetor

FONTE: Forever Living Products, 2007.
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1.3. As Abelhas

As abelhas sdo classificadas da seguinte maneira:

Reino:  Animdlia
Filo: Arthopoda
Classe: Insecta
Ordem: Hymenoptera

Género: Apis

AN N N N SR

Espécie: Apis mellifera

A familia apidae, a qual pertencem as abelhas, possui duas subfamilias: Meliponinae,
sem ferrdo, indigenas, vivem em regides subtropicais e tropicais. Possuem trés tribos:
Lestrimellitini, Trigonini e Meliponini; e a Apinae, com géneros Apis e Bombus que possuem
ferrdo. No género Apis existem quatro espécies, entre elas o Apis Mellifera mais utilizada para
a produc¢do de mel em todo o mundo. As abelhas indigenas ndo possuem ferrdo, a producao de

mel € baixa em relacdo as abelhas sociais do grupo das africanizadas (FREIRE, 2003).

Algumas espécies de abelhas:

v’ Apis Mellifera Adansonii — Africa do Sul até o sul do Saara. Sdo agressivas,
polinizadoras e enxameadoras. Foram introduzidas no Brasil por volta de 1956;

v Apis Mellifera Lingiiistica — Abelhas Italianas, encontradas na Itélia e no litoral norte
da Tugoslavia. Mansas, ficam calmas nos favos quando se faz o manuseio, sdo pouco
enxameadoras. Foram introduzidas no Brasil por volta de 1875/1890;

v’ Apis Mellifera Mellifera — “Abelhas do Reino”, encontradas por quase toda a Europa.

As abelhas provavelmente tiveram sua origem na Africa Tropical e deslocaram para a
Africa do Norte, Europa e oeste da India e China. Vieram para a América com os primeiros
colonizadores e dai para o mundo todo. Uma colméia tem em média 20.000 abelhas, divididas
em Rainha, Zangdes e Operarias. As rainhas vivem cerca de dois anos, pdem cerca de 1500
ovos/dia, secreta o feromdnio dcido 9-hidroxidecendico. O zangdo vive 21-32 dias na
primavera e cerca de 90 dias no verdo, sua unica funcdo é copular com a rainha, apds a

cOpula, seu 6rgdo genital é rompido, ficando preso a camara do ferrdo da rainha. Logo ap6s o
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zangao morre. As operdrias vivem de 20-40 dias no verdo e 140 dias no inverno, a operaria €
estéril, prepara a cera, cuida das larvas, cuida dos jovens zangdes, preparam os favos, o
néctar, colhem a prépolis, evaporam o néctar, defendem a colméia, cuidam das larvas das
futuras rainhas, sdo verdadeiramente as donas da colméia, trabalhadoras para toda hora. Na

Figura 4 abaixo, observa-se o desenho da abelha rainha, do zangdo e abelha operaria.

Operaria

FIGURA 4: Abelhas Rainha, Zangio e Operdria
FONTE: Koning, 1994.
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2. DETERMINACAO ESTRUTURAL DAS SUBSTANCIAS OBTIDAS

PARTE I — Determinacao dos Constituintes Fixos da Propolis de Alto Santo -

Ceara

2.1. Determinagao estrutural PR1

A fracao F(CHCl3) (966 mg) foi obtida do extrato etandlico bruto de propolis (EEBP —
170 g), ap6s coluna cromatografica (CC) filtrante em gel de silica, conforme mostrado no
Fluxograma 1, pagina 136. A fracdo F(CHCI;) foi evaporada, obtendo-se o extrato escuro e
resinoso que foi submetido ao processo de cromatografica em coluna de gel de silica,
utilizando-se como eluente a mistura bindria hexano/AcOEt, em ordem crescente de
polaridade, resultando em 47 fracdes. As fracdes de nimeros 30 a 35 foram reunidas, por se
apresentarem semelhantes em cromatografia em camada delgada (CCD). Este material foi
submetido a nova CC em gel de silica, com a mistura bindria j4 citada em diferentes
gradientes, as fracOes 15-20, apresentaram uma substancia pura e foram reunidas, analisadas e

reunidas de acordo com suas similaridades, e denominadas PR1 (635 mg).

A fragdo PR1 se apresentou como sélido branco amorfo, ponto de fusdo na faixa de
210-212°C. [0{]20 = +23,1° (¢ = 1,0, CHCI3). Apresentou reacdo positiva de coloragao

avermelhada, frente ao reagente de Lieberman-Buchard, indicando se tratar de triterpeno.

O espectro de massas (Figura 6, pagina 30) obtido por impacto eletronico (EM-IE)
revelou o pico correspondente ao fon molecular em m/z 426 (34%, M"), compativel com a
formula molecular C3;yHs0O, confirmada pelos dados que se seguem. No espectro de IV
(Figura 7, pagina 30), utilizando-se KBr, vmax cm’, observou-se a presenca de banda
caracteristica de hidroxila em 3393 cm'l; 1038 cm™' de C-0; 1640 cm™ de C=C. Observa-se
ainda, deformacdo axial em 2922 cm™” e 2852 cm™ de ligagdo C-H. Deformacdo angular

simétrica em 1381 para CHs, 1464 cm! de CH,,

O espectro de RMN 'H (Figura 8, pdginas 31), apresentou sinais compativeis com

triterpeno, apresentou sinal em 04,69 (sl) e 04,57 (sl), caracteristico de hidrogénio ligado a
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carbono sp? confirmando dados de IV; sinal em & 3,20 (dd, J = 5,4 Hz e J = 10,7 Hz), de
hidrogénio ligado a carbono oxigenado; sinal em 62,37 (dt, J = 5,4 Hz) de hidrogénio ligado
a carbono alilico; sete sinais de hidrogénicos metilicos em d 1,68, 6 1,02, 60,97, 60,95, ¢
0,83, 60,79, 60,77.

O espectro de RMN 13C (Figura 9, pagina 31), com desacoplamento de hidrogénio
(HBBD), revelou sinais correspondentes a trinta &tomos de carbono. Comparagdo do espectro
de RMN B3C totalmente desacoplado, com RMNIC-DEPT 135 (Figura 10, pdginas 32),
permitiu identificar a presenca de sete carbonos metilicos, onze metilénicos e sete metinicos,
informacdo registrada na (Tabela III, pagina 29). Os cinco sinais restantes presentes em
HBBD foram identificados como carbonos ndo hidrogenados, entre eles um carbono sp” em &
151,17. Foi possivel visualizar sinal em 0 109,51 de carbono sp? metilénico e sinal de carbono

carbindlico em 679,22.

De posse dos dados de IV, RMN 'H e RMN B3C, obteve-se a férmula molecular
C30Hs00 que possui 12 dtomos de hidrogénio a menos quando comparado com uma molécula
aciclica e sem insatura¢do, indicando seis insuficiéncias de hidrogénio, sendo uma atribuida a

uma ligacdo dupla carbono-carbono e as demais sdo atribuidas aos anéis.

Levando-se em conta os dados discutidos e com base na andlise da literatura, chegou-
se a conclusdo de que PRI, trata-se do lupeol (Lup-20(29)-en-3-ol ou 3 f-Hydroxylup-20(29)-
ene) (Figura 5, pagina 28) (AHMAD, 1994; SOUZA, 2001; FUSCO, 2004; FOTIE, 2006).

Os dados de HMQC e HMBC (Figuras 11-14, paginas 32-34), confirmam a proposta
estrutural, informagdes importantes como a posi¢do da ligagdo dupla, onde o carbono C-19 (&
48,19), acopla a trés ligagdes com os hidrogénios H-29a (0 4,69, sl) e H-29b (6 4,57, sl) e a
trés ligacoes também com os hidrogénios 3H-30 (J 1,58, s). Observou-se acoplamentos a trés
ligagdes do carbono: C-3 com os hidrogénios 3H-23 (0 1,03) e com os hidrogénios 3H-24 (0
0,83); C-5 (055,53) com os hidrogénios 3H-23 (01,03, s) e os hidrogénios 3H-24 (60,83, s).
A duas ligacdes, observou-se acoplamento do carbono C-20 (d151,17) com o hidrogénio H-

19 (62,37, dt, J = 5,4Hz) e os hidrogénios 3H-30 (J1,58, s), dados visualizados na Tabela IIL
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Pela observacgdo do espectro de RMN 'H,'H-COSY (Figura 15, pagina 34), verificou-
se os seguintes acoplamentos, identificados pela numeracdo na figura: 1) Hidrogénio H-3a. (&
3,20, m) com os hidrogénios 3H-30 (J 1,58); 2) Hidrogénio H-19 (6 2,37, dt, J = 5,4 Hz)
como os hidrogénios H-9 (6 1,33); 3) Hidrogénio H-29b (J4,57, sl) com os hidrogénios 3H-
30 (61,58, s); 4) Hidrogénio H-29a com os hidrogénios 3H-23 (61,03, s).

FIGURA 5: PR1



TABELA III: Dados de HMBC e HMQC de PR1 — CDCl3, 300 e 75,5 MHz

"H-"C-COSY-"Jcx "H-PC-COSY-"Jcn *
dc Ou “Jen *Jen
C
4 39,07 38,8
8 41,06 40,8
10 37,39 37,1
14 43,05 43,0
17 4321 43,0
20 151,17 3H-30; H-19 150,9
CH
3 7922 3,20 3H-23; 3H-24 78,9
5 55,53 0,74 3H-23; 2H24; 55,3
3H-25
9 50,67 1,33 50,4
13 3827 38,0
18 48,53 0,83 3H-28 48,2
19 48,19  2,37(dt,J =54 Hz) 3H-29; 3H-30 47,9
CH,
1 38,92 38,7
2 2762 27,4
6 18,52 18,3
7 34,49 34,2
1 21,15 20,9
12 2536 25,1
15 27,66 27,4
16 3579 35,5
21 30,06 29,8
22 4021 40,0
29 109,51 H-19; 3H-30 109,3
CH;
23 28,19 1,03 28,0
24 1557 0,83 15,4
25 16,32 0,76 16,1
26 16,18 0,95 15,9
27 1475 0,97 14,5
28 18,20 0,79 18,0
30 19,51 1,58 19,3

* Dados obtidos de Souza et al., (2001)
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2.1.1. Determinacdo estrutural dos derivados de lupeol (PR1)

Lupeol — PR1 (Figura 5, pagina 28) se apresentou como um dos constituintes de maior
concentracdo na amostra de prépolis do Ceard, especificamente a amostra do municipio de
Alto Santo. Constatou-se na literatura que lupeol e derivados, apresentavam diversas
atividades bioldgicas, entre estas: citotdxica e antimalaria (FOTIE, 2006). Obteve-se
derivados para futuros testes biolégicos, atividade contra Trypanossoma crucis e obter dados
espectroscopicos de RMN 'H e "*C como fonte de consulta. A partir da observacdo da
estrutura do lupeol, as reacdes foram programadas para modificagdes envolvendo o carbono
oxigenado C-3. Dentre as reagdes programadas, optou-se pela oxidacdo, esterificacdo e
derivados aminados. Na oxidacdo, optou-se pela oxidacdo de Jones e nas reagdes de
esterificacdo, adicionou-se grupos como: acetila, formila e cinamato, e um derivado aminado,
a oxima, que foram respectivamente denominados de: LP1, LP2, LP3, LP4 e LPS5, a

caracterizacdo dos produtos obtidos sao mostrados no Quadro 16, abaixo.

LP1

Rendimento
88.,3%

Ac,O/piridina
2P LP2

Rendimento
97 %

HCOOH

LP3

(CH,CO),0 H Rendimento
‘ 29.2%

PhCH=CHCOCI

— =

PR1: Lupeol CH.CI
2%2

CINH,OH*

Rendimento
78%

QUADRO 16: Esquema reacional de obtencao dos derivados de lupeol
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2.1.2. Determinagdo estrutural de LP1

Dentre as reagdes programadas, a primeira foi uma oxidacdo do C-3 de PR1, usando
reagente de Jones. O produto denominado LP1, apresentou-se como sélido branco escamoso,
ponto de fusdo na faixa de 146-148°C e [cr]25 + 51° (¢ = 1,35, CHCly), foi preparado
conforme demonstrado no item 5.8.1.. A reacgao foi realizada com reagente de Jones, obtendo-
se o produto oxidado com 88,3% de rendimento. O composto foi identificado através de

técnicas espectroscopicas.

O espectro de absorcdo na regido do IV (KBr) (Figura 17, pagina 39), mostrou banda
forte em 2940 cm™ e 2855 cm™, vibragdo axial de grupamento CHs; banda forte em 1704 cm’
vibragdo axial de cetona; banda fraca em 1642 cm-1, vibragdo de alceno ndo conjugado;
banda de intensidade média em 1455 cm'l, deformacgdo angular de CH, e CHj3; banda de
intensidade média em 1382 cm'l, vibragao angular (deformacao simétrica) de CHs; banda em
869 cm™, deformacao angular fora do plano de R,C=CH,. O espectro apresentou auséncia de

banda na regido de hidroxila confirmando a ocorréncia da reag@o.

O espectro de massas CG/EM (Figura 18, pdgina 39), revelou os fragmentos m/z: 424
(40%, M, C30Hy50), 205 (100%), 189 (57%), 135 (51%), 121 (72%), 109 (100%), 95 (97%).

A analise do espectro de RMN 'H (Figura 18, pagina 40), revelou a auséncia da linha
espectral referente a H-3 carbindlico em & 3,20 presente no lupeol. Apresentou outros sinais
em 04,57 e 04,69, referentes aos hidrogénios sp> 2H-29; sinais em 60,80, 0,93, 50,96, &
1,03, 01,07 € 01,68, referentes as metilas.

O espectro de RMN 13C (Figura 20, pagina 40), revelou sinais correspondentes a trinta
atomos de carbono. Comparacdo do espectro de RMN 13C totalmente desacoplado, com
RMNBC-DEPT 135 (Figura 21, paginas 41), permitiu identificar a presenga de sete carbonos
metilicos, onze metilénicos e cinco metinicos, informagdo registrada na (Tabela IV, pagina
38). Os sete sinais restantes presentes em HBBD foram identificados como carbonos nao
hidrogenados, entre eles uma carbonila em ¢ 218,34 ¢ um carbono sp2 em O 151,07. Foi

possivel visualizar sinal em o 109,51 de carbono sp? metilénico e auséncia de carbono
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carbindlico. Confirmando-se que o produto reacional, denominado LP1 (Figura 16, abaixo),

trata-se da lupenona, produto oxidado do lupeol.

FIGURA 16: LP1



TABELA IV: Dados de RMN 'H e °C de LP1 — CDCl;

3¢ n
C
3 218,34 218,20
4 47,54 47,51
8 41,01 41,04
10 37,10 37,15
14 43,21 43,21
17 43,12 43,14
20 151,07 151,00
CH
5 55,16 55,18
9 50,02 50,04
13 38,40 38,43
18 48,47 48,50
19 48,18 2,45-2,49 (m) 48,17
CH;
1 39,84 39,84
2 33,80 33,82
6 19,90 19,91
7 34,37 34,34
11 21,70 21,77
12 25,39 25,42
15 27,66 27,71
16 35,75 35,76
21 30,05 30,08
22 40,20 40,20
29 109,61 4,57 (s) e 4,69 (s) 109,59 4,57 e 4,69
CH3;
23 26,88 0,80 26,89 0,80
24 21,25 0,93 21,24 0,93
25 16,18 0,96 16,75 0,95
26 16,01 1,03 16,01 1,03
27 14,70 1,07 14,70 1,07
28 18,23 1,07 18,23 1,07
30 19,53 1,68 19,54 1,68

# Dados obtidos de Ambrozin, (2004)

38
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2.1.3. Determinagdo estrutural de LP2

A reacdo de acetilagdo foi feita usando como reagente anidrido acético/piridina,
conforme item 5.8.2., o composto se apresentou como sélido branco amorfo 97 mg (97%),
correspondendo a 97% de rendimento, com ponto de fusdo na faixa de 199-200°C e [a]* =

+37 (c = 1,05, CHCL).

O espectro de absor¢do na regido do IV (KBr) (Figura 23, pagina, 45), com banda
forte em 2940 cm™ e 2862 cm’™, vibragdo axial de grupamento CHs; banda forte em 1736 cm™
vibragao axial de C=0; banda de intensidade média em 1454 cm’! de CH, e CHs; banda de
intensidade média em 1374 cm’™'; vibragdo axial em 1247 cm™” de C-0. O espectro apresentou

auséncia de banda na regido de hidroxila confirmando a ocorréncia da reagdo.

O espectro de massas de LP2 (Figura 24, pagina 45) apresentou ion molecular m/z:
468 (24%, M*, C;,Hs50,), compativel com o derivado obtido, e outros fragmentos: 218
(39%), 189 (100%), 107 (54%), 43 (70%).

No espectro de RMN 'H (Figura 25, pagina 46), verificou-se sinal em 04,45 referente
a H-3, com absor¢ao deslocada devido ao grupo acetato, aparece mais desprotegido, no lupeol
aparece em 0 3,20. Sinais em 84,57 e 4,68, referentes aos hidrogénios sp2 2H-29; sinais em
50,79, 60,84, 60,85, 50,86, 00,94, 51,03 e 01,69 referentes as metilas e mais uma metila
em O 2,04 do grupamento acetila; sinal em ¢ 4,45 (dd, J = 4,1 e 10,4 Hz) referente ao
hidrogénio H-3.

No espectro de RMN 13C (Figura 26, pigina 46), revelou sinais correspondentes a
trinta e dois dtomos de carbono. Comparacdo do espectro de RMN B3C totalmente
desacoplado, com RMNBC-DEPT 135 (Figura 27, paginas 47), permitiu identificar a
presenca de oito carbonos metilicos, onze metilénicos e seis metinicos, informagao registrada
na (Tabela V, pdgina 44). Os sete sinais restantes presentes em HBBD foram identificados
como carbonos nio hidrogenados, entre eles uma carbonila em ¢ 171,10 grupamento acetato e
um carbono sp2 em J 151,12. Visualizou-se sinal em 6 109,56 de carbono sp? metilénico e o

carbono carbindlico em & 81,24. Confirmando-se que o produto reacional acetilado
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denominado LP2, trata-se do acetato de lupeol, cujos dados estdo de acordo com a literatura,

figura abaixo.

FIGURA 22: LP2



TABELA V: Dados de RMN 'H e °C de LP2 — CDCl;

dc ou(J)) #
C
4 38,07 38,0
8 41,01 41,0
10 37,39 37,2
14 43,25 43,0
17 43,12 43,0
20 151,12 151,1
C=0 171,10 171,2
CH
3 81,18 4,45 (dd,J=4,1¢ 10,4 Hz) 81,2
5 55,62 35,5
9 50,59 50,5
13 38,29 38,2
18 48,54 48,4
19 48,21 2,45-2,49 (m) 48,2
CH,
1 38,63 38,6
2 23,92 33,9
6 19,90 18,2
7 34,46 34,4
11 18,42 21,1
12 25,35 25,2
15 27,66 27,6
16 35,79 35,7
21 30,07 29,9
22 40,20 40,2
29 109,53 4,57 (s) e 4,69 (s) 109,5
CH;
23 28,15 28,1
24 16,19 16,7
25 16,67 16,2
26 16,36 16,8
27 14,71 14,7
28 18,20 18,2
30 19,49 119,4
AcO 21,44 2,04 21,1

# Dados obtidos de Silva et al., 1998.
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2.1.4. Determinacdo estrutural de LP3

A reacdo de obtencao de LP3 foi realizada usando uma mistura de HCO,H/Anidrido
acético, com tracos de dcido percldrico, conforme item 5.8.4., e apresentou-se como sélido
branco amorfo massa 54,8 mg (29,2%), de ponto fusdo na faixa de 168-170°C e [0!]25 +28 (c

= 1,1 CHCI3), A caracterizacao de LP3 foi feita por dados fisicos e espectroscpicos.

O espectro de absor¢do na regidao do IV (KBr) (Figura 29, pagina, 50), mostrou banda
forte em 2939 cm™ e 2851 cm™ absorcdo de grupo alifdtico; banda intensa em 1720 cm™ de
éster; banda fraca em 1452 cm’e 1383 cm'l, vibragao angular de ciclo alcanos; vibrag¢do axial

forte em 1186 cm™ de grupo C-O.

O espectro de massas CG/EM, apresentou fon molecular em m/z: 454 (Figura 30,
pagina 50) (8%, M", C3;Hs00,), compativel com o derivado obtido, e outros fragmentos: 107

(67%), 93 (69%), 83 (100%).

O espectro de RMN 'H (Figura 31, pdgina 51) apresentou sinal em 88,11 referente a
grupamento formilado; sinais em 04,69 e 4,57, referentes aos hidrogénios sp2 2H-29; sinais

em 00,79, 00,86, 50,87, 50,88, 50,97, 51,04 ¢ 61,69 referentes as metilas.

O espectro de RMN 13C (Figura 31, pagina 51), revelou sinais correspondentes a trinta
atomos de carbono, e em comparacio com RMNBC-DEPT 135 (Figura 33, paginas 52),
permitiu identificar a presenca de sete carbonos metilicos, onze metilénicos e sete metinicos.
Os seis sinais restantes presentes em HBBD foram identificados como carbonos ndo
hidrogenados, entre eles carbono sz em J 151,10. Foi possivel visualizar sinal em ¢ 161,29
de carbonila, sinal em & 109,58 de carbono sp? metilénico e de carbono carbindlico em &
81,40. Nao se encontrou dados na literatura para o produto reacional LP3, formiato de lupeol,

(Figura 28, pdgina 49). Os dados estdo registrados na Tabela VI, pagina 49.



49

FIGURA 28: LP3

TABELA VI: Dados de RMN 'H e *C de LP3 — CDCl;

dc Ou
C
4 38,00
8 41,14
10 37,35
14 43,24
17 43,11
20 151,07
CH
3 81,35 4,60
5 55,62
9 50,59
13 38,29
18 48,53
19 48,21
HC=0 161,29 8,11
CH;
1 38,60
2 24,07
6 18,43
7 34,44
11 21,18
12 25,34
15 27,67
16 35,79
21 29,88
22 40,21
29 109,55 4,57 (s) e 4,69 (s)
CH3;
23 28,08
24 16,19
25 16,69
26 16,34
27 14,72
28 18,20
30 19,50
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2.1.5. Determinagdo estrutural de LP4

A obtencdo de LP4, foi feita por reacdo do lupeol (PR1) com cloreto de cinamoila em
presenca de piridina conforme item 5.8.4.. O produto obtido se apresentou como sélido
branco amorfo (61 mg, 61%), ponto de fusdo na faixa de 168-170°C e [0{]25 +74 (¢ = 1,05
CHCl3). A caracterizacdo de LLP4 foi feita por dados fisicos e espectroscopicos e estdo de

acordo com a literatura.

O espectro de absor¢ao na regido do IV (KBr) (Figura 35, pagina 56), mostrou bandas
em 2924 cm™ e 2855 cm™ referente a absorcdo de CH alifético. banda de intensidade média
em 1727 cm™ vibragdo axial de carbonila conjugada; banda fraca em 1458 cm™, vibragdo

angular de ciclo alcano; banda axial em 1176 cm’! caracteristica de C-O de éster aromatico.

O espectro de massas de LP4 apresentou ion molecular m/z 556 (M*, C39Hs560,),

(Figura 36, péagina 56) compativel com o derivado obtido, além de outros fragmentos

importantes: 218 (35%), 189 (100%), 105 (67%).

O espectro de RMN 'H (Figura 37, pagina 57) apresentou sinal em J 4,69 e 4,57,
referentes aos hidrogénios sz 2H-29; sinais em 60,78, 60,79, 60,81, 60,85, 50,94, 51,03 ¢
0 1,69 referentes as metilas; sinais em 0 7,65 (d, J = 16,0 Hz) ¢ 0 6,46 (d, J = 16,0 Hz),
referentes aos hidrogénios sp” H-7° e H-8" do grupamento cinamoila, o espectro revela ainda,
tratar-se de uma mistura dos isomeros, todavia o isdmero trans (E) se apresenta em maior
quantidade, conforme acoplamento encontrado para H-7" e H-8’, ainda € possivel visualizar

na espectrometria de massa, o ion molecular m/z 558, referente ao dihidroxicinamoila

O espectro de RMN BC (Figura 38, pagina 57) em comparagdo com RMNBC-DEPT
135 (Figura 39, paginas 58), e andlise de dados da literatura (BARRETO et al., 1998), apesar
dos sinais dobrados em RMN "°C, identificou-se os carbonos do grupo cinamoila que sdo: &
167,04 (C-1°), 6 119,10 (C-2), 6 144,47 (C-37), 6 134,79 (C-4’), 6 128,65 (CH-5’/CH-9’), &
128,47 (CH-6"/CH-8"), 6 130,95 (CH-7"). Os carbonos sp> em & 109,57 (C-29) e §151,15 (C-
20). Visualiza-se ainda o carbono carbindlico em 6 81,26 (C-3), dados registrados na Tabela
VII, pagina 55. Confirmando-se o produto reacional denominado LP4 cinamato de lupeol (3 5-

O-cinamato de lupeoila) Figura 34, pagina 54.



FIGURA 34: LP4
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TABELA VII: Dados de RMN 'H e *C de LP4 — CDCls

55

3¢ du(J) #
C
4 38,59 37,70
8 41,06 40,80
10 37,29 37,07
14 43,21 42,81
17 43,04 42.87
20 151,15 151,91
9’ 167,04 166,20
1’ 134,79 134,50
CH
3 81,26 4,46 (dd, 10,5e 5,2 Hz) 80,87 4,45(10,0e 4,0 Hz)
5 55,59 55,35
9 50,55 50,32
13 38,26 28,80
18 48,50 48,21
19 48,22 48,01
2’ 128,25 7,52-7,54 (1,9,4,0 e 9,3 Hz) 128,05 7,59
3’ 126,39 7,19-7,21 (2,4;3,2; 7,4 ¢ 8,1 Hz) 129,05 7,37
4 130,32 7,27-7,29 (6,3 e 7,7 Hz) 130,50 7,37
5’ 129,05 7,19-7,21 (2,4;3,2; 7,4 ¢ 8,1 Hz) 129,05 7,37
6’ 128,47 7,52-7,54 (1,9,4,0 e 9,3 Hz) 128,05 7,59
7 144,47 7,68 (16,0 Hz) 144,51 7,60 (16,0 Hz)
8’ 119,10 6,46 (16,0 Hz) 118,77 6,45 (16,0 Hz)
CH;
1 38,58 38,37
2 23,89 23,69
6 18,41 18,20
7 34,42 54,18
11 21,16 20,87
12 25,31 23,09
15 27,65 27,94
16 35,79 35,55
21 29,69 29,82
22 40,21 39,90
29 109,57 864,69 e 64,57 109,26
CH;
23 28,10 27,94
24 16,74 15,89
25 16,38 16,48
26 16,19 16,18
27 14,33 14,51
28 18,22 17,98
30 19,50 19,17

# Dados obtido de Barreto ez al., (1998)
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2.1.6. Determinagdo estrutural de LP5

Utilizou-se como material de partida a lupenona LP1, obtida da oxidag¢dao do lupeol,
mais cloridrato de hidroxilamina (NH3OHCI), preparado conforme item 5.8.3.. O produto
obtido foi denominado LPS5, apresentou-se como sélido branco amorfo (207,8 mg, rendimento
(78%). Ponto de fusdo 178-180°C e [ +28 (c = 11, CHCI3). A identificagdo de LPS,

realizou-se por constantes fisicas e técnicas espectroscopicas.

O espectro de absor¢ao na regiao do IV (KBr) (Figura 41, pagina 61), mostrou banda
intensa em 2941 cm™ e 2851 cm™', vibragdo axial de grupamento CHs; banda fraca em 1638
cm’, deformagdo angular de C-N-O; banda de intensidade média em 1454 cm’, vibracdo

angular de ciclo alcanos.

O espectro de massas de LP5 apresentou o pico do fon molecular m/z 439 (22%, M™,
C30H4NO) (Figura 42, péagina 61) compativel com o derivado obtido, além de outros

fragmentos importantes m/z: 422 (100%), 121 (61%), 107 (82%), 93 (82%), 81 (85%).

O espectro de RMN 'H (Figura 43, pdgina 62) apresentou sinal em 88,11 referente a
hidrogénio do grupamento NOH; sinais em 04,69 e 4,57, referentes aos hidrogénios sz 2H-

29; sinais em 00,79, 60,85, 60,87, 00,88, 50,97, 01,04 ¢ 51,69 referentes as metilas.

O espectro de RMN 13C (Figura 44, pagina 62), revelou sinais correspondentes a trinta
atomos de carbono, juntamente com RMN BC-DEPT 135 (Figura 45, paginas 63), permitiu
identificar absor¢des referentes ao esqueleto lupeno, entre estes sete carbonos metilicos, onze
metilénicos e seis metinicos. Os seis sinais restantes foram identificados como carbonos nao
hidrogenados, entre eles carbono em d 167,78, ligado a nitrogénio (CNOH) ¢ um carbono sp2
em O 151,07. Foi possivel visualizar sinal em 0 109,56 de carbono sp? metilénico e auséncia
de carbono carbindlico. Nao se encontrou registro na literatura para o produto reacional
denominado LP5, oxima derivada da lupenona (Figura 40, pagina 60), os dados estdo na

Tabela VIII, pagina 60.

Demonstra-se resumo dos dados de RMN "°C de lupeol e seus derivados na Tabela IX,

pagina 64 e as respectivas figuras no Quadro 17, pagina 65.



TABELA VIII: Dados de RMN 'H e *C de LP5 — CDCl;

dc du
C
3 167,78
4 37,46
8 41,14
10 40,50
14 43,24
17 43,13
20 151,07
CH
5 55,62
9 50,59
13 38,28
18 48,53
19 48,20
CH;
1 38,60
2 24,07
6 18,43
7 34,43
11 21,18
12 25,34
15 27,66
16 35,79
21 30,07
22 40,20
29 109,56 4,57 (s) e 4,69 (s)
CH3;
23 28,08
24 16,19
25 16,68
26 16,36
27 14,72
28 18,20
30 19,50

NOH - 8,06
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TABELA IX: Dados de RMN "°C dos derivados de lupeol — CDCl;

PR1 LP1 LP2 LP3 LP4 LP5

C
3 - 218,34 - - - 167,78
4 39,07 47,54 38,07 38,00 38,59 37,46
8 41,06 41,01 41,01 41,14 41,06 41,14
10 37,39 37,10 37,39 37,35 37,29 40,50
14 43,05 43,21 43,25 43,24 43,21 43,24
17 43,21 43,12 43,12 43,11 43,04 43,13
20 151,17 151,07 151,12 151,07 151,15 151,07
C=0 - - 171,10 - 167,04
9 - - - - 134,79 -
I - - - - 38,59 -
CH
3 79,22 - 81,18 81,35 81,26 55,62
5 55,53 55,16 55,62 55,62 55,59 50,59
9 50,67 50,02 50,59 50,59 50,55 48,53
13 38,27 38,40 38,29 38,29 38,26 55,62
18 48,53 48,47 48,54 48,53 48,50 48,20
19 48,19 48,18 48,21 48,21 48,22 38,28
HC=0 - - - 161,29 - -
2 - - - - 128,25 -
3 - - - - 126,39 -
4 - - - - 130,32 -
5 - - - - 129,05 -
6’ - - - - 128,47 -
T - - - - 144,47 -
& - - - - 119,10 -
2 - - - - 128,25 -
CH;
1 38,92 39,84 38,63 38,60 38,58 38,60
2 27,62 33,80 23,92 24,07 23,89 24,07
6 18,52 19,90 19,90 18,43 18,41 18,43
7 34,49 34,37 34,46 34,44 34,42 34,43
11 21,15 21,70 18,42 21,18 21,16 21,18
12 25,36 25,39 25,35 25,34 25,31 25,34
15 27,66 27,66 27,66 27,67 27,65 27,66
16 35,79 35,75 35,79 35,79 35,79 35,79
21 30,06 30,05 30,07 29,88 29,69 30,07
22 40,21 40,20 40,20 40,21 40,21 40,20
29 109,51 109,61 109,53 109,55 109,57 109,56
CH;
23 28,19 26,88 28,15 28,08 28,10 28,08
24 15,57 21,25 16,19 16,19 16,74 16,19
25 16,32 16,18 16,67 16,69 16,38 16,68
26 16,18 16,01 16,36 16,34 16,19 16,36
27 14,75 14,70 14,71 14,72 14,33 14,72
28 18,20 18,23 18,20 18,20 18,22 18,20
30 19,51 19,53 19,49 19,50 19,50 19,50

AcO - - 21,44 - - -
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QUADRO 17: Lupeol e derivados
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2.2. Determinacdo estrutural PR2

Da fragao F(CHCl;) (Fluxograma 1, pagina 139), obteve-se as fracdes 30-35 reunidas
por se apresentarem iguais em cromatografia em camada delgada (CCD), o material foi
submetido a nova CC em gel de silica, utilizando-se como eluente a mistura bindria de Hex-
AcOEt, em ordem crescente de polaridade, resultando em diversas fracdes. As fracOes de
nimeros 23-28 foram reunidas, por se apresentarem iguais em CCD, uma Unica mancha, e
denominadas PR2 (45 mg), que se apresentou como s6lido amorfo branco de ponto de fusao

na faixa de 208-210°C, []* = +31,0° (¢ = 1,0 em CHCIS).

O espectro de massas obtido por impacto eletronico (EM-IE) revelou o pico
correspondente ao fon molecular em m/z 440 (31,9%, M") (Figura 47, pdgina 69), compativel
com a formula molecular (C30H430;), confirmada pelos fragmentos obtidos, dados que se
seguem, além dos principais fragmentos obtidos (Quadro 18, pagina 70): 425 (20%), 467
(27%), 359 (76%), 203 (59%), 189 (62%), 181 (36%), 107 (100%). Os fragmentos m/z 189
(62%) e m/z 203 (59%), foram originados por quebra das ligacdoes Cg-C4/Ci2-Ci3 e Cs-
C14/Co-Cyy, respectivamente (DALLAVALLE, 2004; ALBUQUERQUE, 2007).

O espectro de IV (KBr) (Figura 48, pagina 71), apresentou absorcdes referentes a
vibragdo axial de hidroxila em 3665 cm™ e de carbonila de 4cido carboxilico em 1708 cm™;
vibracdo axial de ligagio C-H em 2924 cm™ de CH, e 2855 cm™ de CH; vibragdo axial de

ligagdo dupla em 1638 cm™; vibracdo angular de ciclo alcanos em 1459 cm™.

A andlise do espectro de RMN 'H (Figura 49, pdgina 71), confirmou a presenca de
quatro dtomos de hidrogénio olefinicos em duplas terminais pelos sinais simples em Jy 4,66 e
4,85 (2H-24) e em 0y 4,58 e 4,70 (2H-29). Os deslocamentos quimicos dos sinais simples em

dx 1,73 ¢ 1,69 foram atribuidos aos dois grupos metilicos ligados a dtomos de carbono sp”.

Os espectros de RMN Be (Figura 50, pagina 72) e RMN"*C-DEPT 135° (Figura 51,
pagina 72) e HMQC (Figura 52, pagina 73), permitiram identificar 30 sinais: sete dtomos de
carbono ndo hidrogenados [trés sp2 : 0c 181,00 (COOH); 152,42; 149,18; quatro sp3 1 0c 44,83;
44,59; 42,13 e 40,79], cinco metinicos (todos sp3: 0c 51,97; 49,82; 49,56; 42,32 € 39,70), doze
metilénicos [dois sp2: oc 114,99 (CH,-24) e 111,06 (CH,-29); dez sp3: oc 41,56; 37,07; 35,48;
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34,34; 31,40; 29,77; 29,05; 26,61; 26,27 e 23,06] e seis metilicos (oc 24,81; 21,69; 20,88;
19,59; 17,56 e 16,06), classificou-se como triterpeno tetraciclico com grupo carbonila de
acido carboxilico (d¢ 180,00) e duas ligagdes olefinicas terminais [(C=CH;),: d¢ 149,18 (C-4)
e 114,99 (CH,-24); e d¢ 152,42 (C-20) e 111,06 (C-29)].

Caracterizou-se PR2 como triterpeno 4cido 3,4-seco-derivado do lupano (4acido
candrico) (Figura 46, abaixo) de férmula molecular C3yH430;, possui 14 dtomos de hidrogénio
a menos, quando comparado com molécula aciclica e sem insaturacdo, indicando sete
insuficiéncias de hidrogénio, duas atribuidas as ligacdo duplas carbono-carbono, uma a
carbonila e as demais sdo atribuidas aos anéis e estabelecer a atribuicdo inequivoca dos
deslocamentos quimicos dos dtomos de hidrogénio e carbono (Tabela X, pagina 68). Andlise
detalhada do espectro de HMBC (Figura 53, pagina 73), mostraram correlag¢des entre C-5 (oc¢
51,97) com 2H-24, 3H-23, 3H-25 ¢ H-1b, e do C-9 (¢ 42,32) com 3H-25, e 3H-26. Apesar
de ser descrita anteriormente em espécies vegetais, este € o primeiro registro deste triterpeno

em propolis (CARMAN, 1965; LOPES, 1999; AHMAD, 1994; ALBUQUERQUE, 2007).

A estereoquimica relativa foi deduzida com base nos dados de interacdo dipolar-
dipolar revelada pelo espectro 2D '"H-'"H-NOESY (Figura 55, pagina 74). Nesse espectro foi
observado forte efeito NOE entre os dtomos de hidrogénio: a) H-9 (dy 1,41) e 3H-27 (dy 0,97)
e H-5 (dn 1,94); b) 3H-23 (dn 1,73) e H-24a (0 4,85); ¢) H-29a (doy 4,70) e H-19 (0n 2,37); d)
H-5 (6n 1,94) e H-24b (Jy 4,66); ) 3H-25 (dn 0,85) com 3H-26 (Jy 1,08); f) 3H-26 (on 1,08)
com o H-134; g) 3H-28 (dy 0,80) com 3H-26 ¢ H-134; h) 3H-27 (o 0,97) com H-18 (dy
1,40); e 1) 3H-30 (du 1,70) com H-29b (dy 4,58).

FIGURA 46 : PR2



TABELA X: Dados de RMN'H e '*C PR2 - CDCl3, 500 e 125,75 MHz
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HMQC HMBC #
Sc Su *Jeu Jcn Sc Su

C

3 181,00 2H-2 179,91 -

4 149,18 3H-23 147,58 -

8 42,13 3H-26 3H-27 39,90 -

10 40,79 H-5; 3H-25 39,24 -

14 44.83 3H-27 3H-26 43,19 -

17 44,59 3H-28 43,19 -

20 152,42 H-19; 3H-30 150,78 -

CH

5 51,97 1,94 (d, 10,5) H-1b; 2H-24; 40,74 2,65 (dd, 10,5 € 4,8)

3H-23; 3H-25

9 42.32 1,41 (m) 3H-25; 3H-26 50,39 1,77 (dd, 10,0 e 8,4
13 39,70 1,68 (m) 3H-27 38,10 2,01 (m)

18 49.82 1,40 (m) H-19 3H-28 48,22 2,05 (dl, 8,8)
19 49,56 2,37 (m) H-29a 47,93 1,90 (m)
CH,

1 35,48 1,62(m); 2,33 (m) 2H-2 3H-25 33,90 1,59; 1,42

2 29,77 2,20 (m); 2,35 (m) - 28,36 2,45; 1,99

6 26,27 1,35 (m); 1,65 (m) 24,19 2,26; 2,10

7 34,34 1,48-1,35 (m) 3H-26 33,94 2,06; 1,98

11 23,06 1,24 (m); 1,30 (m) 21,70 1,26; 1,13

12 26,61 1,05 (m); 1,70 (m) 27,45 1,56; 1,36

15 29,05 1,05 (m); 1,70 (m) 3H-27 27,45 1,25

16 37,07 1,40 (m); 1,50 (m) 3H-28 35,51 1,48

21 31,40 1,35 (m); 1,90 (m) 29,70 1,68; 1,49
22 41,56 1,20 (m); 1,38 (m) 3H-28 40,55 1,76; 1,25
24 114,99 4,66 (8); 4,85 (s) 3H-23 113,38 4,77 (s); 4,57 (s)
29 111,06 4,58 (s); 4,70 (s) H-19; 3H-30 109,50 4,61 (s); 4,50 (s)
CH;

23 21,69 1,73 (s) 2H-24 20,09 1,61 (s)

25 24,81 0,85 (s) 23,22 1,08 (s)

26 17,56 1,08 (s) - 16,00 0,72 (s)

27 16,06 0,97 (s) - 14,54 0,78 (s)

28 19,59 0,80 (s) - 18,01 0,95 (s)

30 20,88 1,70 (s) H-19; 2H-29 19,21 1,65 (s)

# Lopes et al., (1999)
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m/z 107 (100%)

QUADRO 18: Fragmentacao de massa do dcido candrico
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2.3. Determinacdo estrutural de PR3

A fracdo F(CHCl;) (966 mg) foi obtida do extrato etandlico bruto de propolis (EEBP —
170 g), apds coluna cromatogréfica (CC) em gel de silica (Fluxograma 1, pagina 139), foi
submetida a sucessivas colunas em gel de silica, utilizou-se como eluente a mistura bindria de
Hex-AcOEt, em ordem crescente de polaridade, resultando em diversas fracdes. As fracdes de
nameros 30 a 35 foram reunidas, por se apresentarem semelhantes em cromatografia em
camada delgada (CCD), o material foi submetido a nova CC em gel de silica, com a mistura
bindria ja citada em diferentes gradientes. As fracdes 21-22 em CCD apresentou duas
manchas, uma de mesmo Rf de PR2 e outra de menor Rf. O material foi submetido a uma CC
gel de silica, utilizando-se hexano e CH,Cl, como eluentes em diferentes gradientes, obteve-
se a partir da mistura bindria hexano/CH,Cl, (2:1), fracdo que apresentava uma tnica mancha
em CCD. Apoés concentracdo em rotaevaporador e permanéncia de 24 horas em dessecador
com silica, apresentou-se como pé branco amorfo, levemente amarelado denominada PR3 (45
mg), ponto de fusdo 95-97°C, com reacdo positiva de coloracdo avermelhada, frente ao

reagente de Lieberman-Buchard - triterpeno.

A andlise do IV (KBr) (Figura 57, pagina 79), apresentou vibragdo axial em 2922 e
2856cm™ de C-H; 1705 cm™ caracteristico de grupo cetona; absor¢do em 1381 e 1459 cm™ de

C-H de ciclo alcanos.

Andlise do espectro de RMN 'H (Figura 58, pagina 79), apresentou sinais em 04,87, &
4,69 e & 4,57 caracteristico de hidrogénio ligado a carbono sp” e sinais de metilas

compreendidas na regido 0,7-1,7 ppm, caracteristicos de triterpeno.

O espectro de RMN 13C (Figura 59, pagina 80), com desacoplamento de hidrogénio
(HBBD), revelou ser uma mistura de triterpenos e por comparagdo do espectro de RMN 13C
totalmente desacoplado, com RMN BC-DEPT 135 (Figura 60, paginas 80), permitiu
identificar a presenca de 15 sinais de carbonos metilicos, dezenove metilénicos e dez
metinicos, informacgdo registrada nas (Tabela XI e XII, pagina 77 e 78). Os dezessete sinais
restantes presentes em HBBD foram identificados como carbonos ndo hidrogenados, entre

eles duas carbonila em 0 218,20 e 218,11 e dois carbonos sp2 em O 151,00 e 142,76. Foi

possivel visualizar sinal em & 109,60 de carbono sp2 metilénico, e ainda dois sinais referentes
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a um sinal de carbono sp” em & 130,08 e auséncia de carbono carbinélico. Comparando-se os
dados com a literatura e com o produto LP1, pode-se concluir que PR3, tratava-se de mistura
dos triterpenos lupenona e germanicona (3-oxolean-18-ene ou olean-3-ona-,18,19-ene —

C30H430), (Figura 56, abaixo) (AHMAD & ARMAN, 1994).

27
7
Lupenona

FIGURA 56: PR3



TABELA XI: Dados de RMN®3C-DEPT 135 de PR3

C CH CH, CH;
[ & & o
218,20 130,08 109,60 29,40
218,11 55,18 40,20 27,11
151,00 55,12 40,06 26,89
142,76 50,72 39,84 25,49
50,73 50,04 37,84 21,24
47,44 48,50 37,59 21,14
47,51 48,17 35,76 19,54
43,58 38,74 34,34 18,23
43,21 38,43 34,26 16,75
43,14 31,51 34,04 16,15
41,04 33,82 16,01
40,88 33,56 14,70
39,53 30,08 14,64
37,15 27,71
37,12 26,42
34,55 25,42
32,55 21,90
21,71

19,91

77



TABELA XII: Dados de RMN "°C de PR3 (mistura lupenona/germanicona)

1 2 3 4
dc dc dc dc
1 39,8 39,9 39,8 40,1
2 33,8 34,0 33,8 34,0
3 2183 217,8 218,2 218,1
4 47,5 47,2 47,5 47,4
5 55,2 55,0 55,2 55,1
6 19,9 19,7 19,9 19,9
7 34,4 34,0 34,3 34,3
8 41,0 40,7 41,0 40,9
9 50,0 50,6 50,0 50,7
10 37,1 37,0 37,1 37,1
11 21,7 21,7 21,8 21,9
12 25,4 26,3 25,4 26,4
13 38,4 38,6 38,4 38,7
14 43,2 43,4 43,2 43,6
15 27,7 27,6 27,7 27,7
16 35,7 37,7 35,8 37,8
17 43,1 34,4 43,1 34,5
18 48,5 142,6 48,5 142,8
19 48,2 130,0 48,2 130,1
20 151,1 32,4 151,0 32,5
21 30,1 33,4 30,1 33,6
22 40,2 37,4 40,2 37,6
23 26,9 26,9 26,9 27,1
24 21,2 21,0 21,2 21,1
25 16,2 16,0 16,7 16,1
26 16,0 16,0 16,0 16,1
27 14,7 14,5 14,7 14,6
28 18,2 25,3 18,2 25,5
29 109,2 31,3 109,6 31,5
30 19,5 29,2 19,5 29,4

(1) Dados de RMN "°C de lupenona obtido de PR3

(2) Dados de RMN "*C de Germanicona obtido de PR3

(3) Dados de RMN C de Lupenona obtido de LP1 do item 2.1.2.

(4) Dados de RMN C de Germanicona obtido da literatura (AHMAD & ARMAN, 1994)
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2.4. Determinacdo estrutural PR4

A fracdo F(AcOEt) (5,9 g) foi obtida do extrato etandlico bruto de prépolis (EEBP —
170 g), apés CC filtrante em gel de silica (Fluxograma 1, pagina 136). A fracdo foi submetida
a CC em gel de silica, utilizando-se os solventes hexano (F1), CH,Cl, (F2), CH,Cl,/AcOEt
(F3), AcOEt (F4) e MeOH (F5), obtendo-se mais cinco fragdes. A fracdo F3 (115,39 mg), foi
novamente cromatografada em gel de silica, com os solventes hexano, CH,Cl,, AcOEt e
MeOH, em diferentes gradientes, obtendo-se 135 fracdes, que foram analisadas em CCD,
reunindo-se vdrias fracdes de acordo com a similaridade, entre elas as fracdes F50-135
(122,00 mg), de cor amarelada que se apresentou em CCD, com pequenas impurezas, a
fracdo entdo submetida a sucessivas colunas de sephadex LH20, usando MeOH como eluente,
resultando na fragdo denominada PR4 (10,00 mg), um sélido de cor amarelada, ponto de

fusao 287-291°C, com uma unica mancha em CCD.

No espectro de IV (KBr) (Figura 62, pagina 86), observou-se a presenca de banda
intensa caracteristica de grupo hidroxila em 3434 cm™ ; deformacio axial em 1653 e 1614 cm’

"de alceno conjugado; deformacdo axial em 1260 e 1205 cm™ caracteristica de C-O (fenol).

O espectro de RMN 'H (Figura 63, paginas 86), apresentou sinais compreendidos na
regido de &y 6,26-7,82, de hidrogénios de anéis aromaticos. As absor¢des em 66,26 (d, J =
1,9), 66,52 (d,J=19Hz), 06,99 (d,J=8,5Hz)e 67,69 (dd, J=8,5¢e2,0Hz), 67,82 (d, J
= 2,0 Hz), sdo compativeis com um nicleo flavonoidico 3,5,7,3’,4’-pentasubstituido,
semelhante ao da quercetina e absor¢des em O 12,15 (s) caracteristico de hidrogénio de

hidroxila quelada (ABAD-REYES et al., (2006).

O espectro de RMN 13C (Figura 64, pagina 87), revelou sinais correspondentes a
quinze atomos de carbono. Comparacdo do espectro de RMN 13C totalmente desacoplado,
com RMNBC-DEPT 135 (Figura 65, paginas 87), permitiu identificar a presenca de cinco
carbonos metinicos. Os dez sinais restantes presentes em HBBD foram identificados como

carbonos ndo hidrogenados, entre eles uma carbonila d176,67.

A partir dos espectros de HMQC e HMBC (Figuras 66 e 67, pagina 88),

correlacionou-se os hidrogénios aos carbonos correspondentes. A andlise do espectro de
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HMBC, revelou carbonila C-4 (6 176,67), que acopla a quatro ligacdes (acoplamento W) com
o hidrogénios H-8 (J 6,52); o carbono C-5 (J 162,44), acopla a duas ligagdes com o
hidrogénio H-6 (0 6,26) e com o hidrogénio da hidroxila HO-5 (J 12,16), confirmando a
posicdo dessa; o carbono C-7 (0165,11), acopla a duas ligagdes com os hidrogénios H-6 e H-
8; o carbono C-9 (0157,90), acopla a duas liga¢bes com o hidrogénio H-8; o carbono C-10 (&
104,25) acopla a trés ligagdes com HO-5, H-6 e H-8; o carbono C-1" (d 123,89) ¢ C-3’ (0
145,94), acoplam a duas liga¢cdes com o hidrogénio H-2" (67,82), e a trés ligagdes com o H-
5’ (6, 6,99, d); o carbono C-4" (6 148,46) acopla a duas ligagdes com o hidrogénio H-5" ¢ a
trés ligacoes com os hidrogénios H-2’ ¢ H- 6’ (67,69, dd); o carbono C-6 (699,27), acopla a
trés ligacdes com o hidrogénio H-8 € com o hidrogénio da hidroxila HO-5; o carbono C-8 (0
94,57), acopla a trés ligacdes com o hidrogénio H-6; o carbono C-2’ (6'115,88), acopla com o
hidrogénio H-6’; o carbono C-6’ (0 121,57) acopla a trés ligacdes com o H-2’, dados
registrados na Tabela XIII, pagina 85.

Na andlise do espectro de RMN 'H,'H-COSY (Figura 68, pagina 89), observou-se os
seguintes acoplamentos identificados pela numera¢do no espectro: 1) Hidrogénio H-6’ (&
7,69, dd) com o hidrogénio H-2’ (J 7,82, d); 2) Hidrogénio H-6" (J 7,69, dd) com o
hidrogénio H-5" (8 6,99). 3) Verificou-se ainda acoplamento dos hidrogénios H-2” ¢ H6’ do
canferol (08,15, dd), com os hidrogénios H-3’ ¢ H-5" (5 6,99).

De posse dos dados de IV, RMN 'H e RMN 13C, RMN BC-DEPT 135, HMQC,
HMBC e COSY, obteve-se a férmula molecular C;5H;¢O7 possuindo 22 dtomos de hidrogénio
a menos quando comparado com uma molécula aciclica e sem insaturacdo, indicando onze
insuficiéncias de hidrogénio, uma atribuida a carbonila e as demais sdo atribuidas aos anéis e
a ligacdo dupla. Levando-se em conta os dados discutidos e ainda com base na literatura,
chegou-se a conclusdo de que PRS, trata-se de mistura contendo dois flavondides quercetina e
canferol (Figura 61, pagina 85), com predominancia do primeiro (ABAD-REYES et al.,
2006).



R = OH (predominante = Quercetina)
R =H (muito pequena % = Canferol)

FIGURA 61: PR4

TABELA XIII: Dados de HMBC e HMQC de PR4 - (CDs),CO, 300 MHz
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"H-BC-COSY-Jcn

TH-BC-COSY-"Jcn
3

Sc ou “Jeu Jcn S¢ ou

C

2 147,06 - 146,9

3 136,85 - 135,9

4 176,67 - H-8 Jew)  176,0

5 162,44 - HO-5; H-6 180,9

7 165,11 - H-6; H-8 163,9

9 157,90 - H-8 156,4

10 104,25 - HO-5; H-6; H-8 103,2

1 123,89 - H-2 H-5 122,2

3’ 145,94 - H-2’ H-5° 145,2

4 148,46 - H-5 H-2’; H-6’ 147,8
CH

6 99,27 6,26 (d,J =19 Hz) HO-5; H-8 98,4 6,15
8 94,57 6,52 (d,J =19 Hz) H-6 93,6 6,35
2’ 115,88 7,82 (d,J=2,0 Hz) H-6’ 115,2 7,62
5’ 116,33 6,99 (d,J =8,5 Hz) 115,8 6,87
6’ 121,57 7,69 (dd,J=8,5¢ 2,0 Hz) H-2 120,2 7,60

OH-5 - 12,16 (s)

# Dados obtidos de Abad-Reyes et al., (2006).
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FIGURA 65: Espectro de RMN C-DEPT 135 de PR4 ((CD5),CO, 75,5 MHz)
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2.5. Determinagao estrutural PR5

A fracdo F(AcOEt) (5,9 g) foi obtida do extrato etandlico bruto de prépolis (EEBP —
170 g), ap6s CC filtrante em gel de silica (Fluxograma 1, pdgina 139). A fracdo foi submetida
a CC filtrante em gel de silica, utilizando-se os solventes hexano (F1), CH,Cl, (F2, 42,8 g),
CH,Cl,/AcOEt (1:1) (F3), AcOEt (F4) e MeOH (F5), obtendo-se mais cinco fragdes. A fragcdo
F2, foi novamente cromatografada em gel de silica, com os solventes hexano (FF1), CH,Cl,
(FF2), AcOEt (FF3, 20,8 g) e MeOH (FF4), obtendo-se 4 fracdes. A fracdo SF3 (20,8 g) foi
recromatografada em coluna com gel de silica, utilizando-se como eluente a mistura bindria
de hexano:AcOEt em gradientes crescentes de polaridade. A fracdo eluida com
hexano:AcOEt (1:1), denominada SF5 (6,7 g), apresentava-se em CCD com quatro manchas
distintas. Esta fracdo foi novamente cromatografada em CC com a mistura bindria citada
anteriormente, obtendo-se 10 fracdes. A fracdo FP6 (hexano:AcOEt (1:3), 300 mg) em CCD
apresentava uma mancha contendo pequena impureza, sendo esta lavada com MeOH a
quente. O liquido resultante, apds rotaevaporado, apresentou-se com aspecto s6lido na forma
de p6 amarelo, que em CCD apresentava-se como mancha homogénea e foi denominado PRS5

(12,9 mg), com ponto de fusdo 264-265°C.

No espectro de 1V (KBr) (Figura 70, pagina 91), observou-se a presenca de banda
intensa caracteristica de hidroxila, evidenciada através das deformacdes axiais em 3425 cm'l;

deformacio axial em 1655 e 1618 cm™ de alceno conjugado.

O espectro de RMN 'H (Figura 71, paginas 91), apresentou sinais compreendidos na
regido de &y 6,77-8,72, de hidrogénios de anéis aromaticos. As absor¢des em 06,77 (d, J =
1,9), 06,83 (d,J=19Hz), 7,08 (d,J=8,9Hz) e 7,94 (dd, J =8.9), sdo compativeis com
um nicleo flavonoidico 5,7,4’-trissubstituido. Ainda sinal em & 6,94 (s) de hidrogénio spZ;
sinal em o 3,75 (s) de correspondente a grupamento metoxila e sinal em & 13,72 (s)

caracteristico de hidrogénio de hidroxila quelado, semelhante a acacetina (AGRAWAL,

1989).

O espectro de RMN 13C (Figura 72, pagina 92), revelou sinais correspondentes a treze
atomos de carbono. Comparacdo do espectro de RMN 13C totalmente desacoplado, com

RMNBC-DEPT 135 (Figura 73, paginas 92), permitiu identificar a presenga de cinco atomos



89

de carbonos metinicos e um grupamento metoxila. Os sete sinais restantes presentes em
HBBD foram identificados como carbonos ndo hidrogenados, entre eles uma carbonila &

183,21.

A partir dos espectros de HMQC (Figuras 74, péaginas 93), correlacionou-se os
hidrogénios aos carbonos correspondentes e do espectro HMBC (Figuras 75 e 76, paginas 93-
94), verificou-se acoplamento do carbono C-2 (0164,37) a duas liga¢des com o hidrogénio H-
3 (86,95); o carbono C-7 (6 166,37) acopla a duas ligagdes com os hidrogénios H-6 (06,77) e
H-8 (0 6,83); o carbono C-9 (0 158,90), acopla a duas liga¢cdes com o hidrogénio H-8; o
carbono C-10 (0105,42) acopla a trés ligagdes com os hidrogénios H-3, H-6 e H-8; o carbono
C-4’ (6 163,31) acopla a trés ligagdes com os hidrogénios H-2" ¢ H6’ (6 7,95) e com os
hidrogénios da metoxila CH;O (J 55,88); o carbono C-6 acopla a trés ligagdes com o
hidrogénio H-8. O carbono C-1’ (0 124,30) que no espectro de RMN ¢ ndo aparecia devido
ao sinal do solvente deuterado (piridina), no espectro de HMBC, foi possivel observi-lo
acoplando a duas ligacdes com os hidrogénios H-2” ¢ H-6" ¢ a trés ligagdes com o H-3 (0,

6,95), dados registrados na Tabela XIV, pagina 90.

A andlise do espectro de RMN 1H,IH—COSY (Figura 77, pagina 94), observou-se o0s
seguintes acoplamentos a longa distdncia: 1) Os hidrogénios H-2" ¢ H-6 (6 7,95) com os

hidrogénios H-3" € H-5" (67,09).

De posse dos dados de IV, RMN !'H e RMN 13C, RMN BC-DEPT 135, HMQC,
HMBC e COSY, obteve-se a férmula molecular CigH20s que possui 22 4tomos de
hidrogénio a menos quando comparado com uma molécula aciclica e sem insaturagio,
indicando onze insuficiéncias de hidrogénio, uma atribuida a carbonila, uma a liga¢dao dupla
C2-C3 e as demais sdo atribuidas aos anéis aromdticos. Levando-se em conta os dados
discutidos e comparagdo com dados da literatura, chegou-se a conclusdo de que PR6, trata-se

do flavonéide conhecido como acacetina, (Figura 69, pagina 90) (AGRAWAL, 1989),.



FIGURA 69: PRS

TABELA XIV: Dados de HMBC e HMQC de PRS5 - PyD6

HMQC HMBC #
¢ Su Jen *Jcu ¢
C
2 164,37 - H-3 164,47
4 183,09 - 183,21
5 163,56 - 163,66
7 166,37 - H-6; H-8 166,48
9 158,90 - H-8 159,00
10 105,42 - H-3; H-6; H-8 105,51
1 124,30 - H-2’/H-6’ H-3 124,00
4 163,31 - H-2°’/H61; MeO-4’ 163,42
CH
3 104,98 6,95 (s) 105,09
6 100,46 6,77 (d,J =19 Hz) H-8 100,57
8 95,29 6,83 (d,J =19 Hz) 95,41
2’/6> 128,92 7,95(d,J=8,9 Hz) 129,04
3°/5° 115,25 7,08 (d,J =8,9 Hz) 115,53
MeO
4 55,88 3,75 (s) 55,99
OH
5 - 13,71 (s) - - -

# Dados obtidos de Agrawal (1989).
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FIGURA 73: Espectro de RMN BC-DEPT 135 de PR5 (Piridina, 75,5 MHz)
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2.6. Determinacdo estrutural PR6

Do extrato etandlico bruto de propolis (EEBP — 170,0 g), ap6és CC filtrante em gel de
silica (Fluxograma 1, péagina 139), utilizou-se os solventes: hexano (F1), CH,Cl, (F2),
CH,Cl,/AcOEt (1:1) (F3), AcOEt (F4) e MeOH (F5), obteve-se mais cinco fragdes. A fracao
F2, apds diversas CC, resultou na fracio PR6 pd amarelo (37,70 mg), apresentou uma

mancha homogénea em CCD, com ponto de fusdo 101-103°C.

No espectro de massas (Figura 79, pdgina 99), obtido por impacto eletronico (EM-IE)
ndo foi possivel visualizar o pico correspondente ao fon molecular em m/z 504 (M",
CasH»40y9), compativel com a formula molecular, entretanto, pode-se visualizar o fragmento
m/z 354, da cisdo da ligacao C-8’ e C9’’, e os fragmentos: 328 (44%), 299 (86%), 166
(49%), 134 (100%) (Quadro 19, pagina 98).

No espectro de IV (Figura 80, pdgina 99), observou-se a presenca de banda fraca em
3429 cm™! caracteristica de hidroxila; deformacdes axiais em: 2925 e 2844 cm™! de C-H, em

1738 cm™ de carbonila e em 1656 e 1635 cm™ de alceno conjugado.

O espectro de RMN 'H (Figura 81, pdginas 100), apresentou sinais compreendidos na
regido de &y 6,39-7,89, de hidrogénios de anéis aromaéticos. 86,39 ¢ 6,40 (d, J = 4,0 Hz), ¢
6,94 (d, J=4,0 Hz), 06,55 (d, J =9,0 Hz), 67,65 (dd, J = 9,0 e 4,0 Hz), sdo compativeis com
um nicleo flavonoidico 3,5,7,3’,4’-pentasubstituido Ainda sinais em 07,45 ¢ 7,89 (d,J = 15,5
Hz), de hidrogénios ligados a carbono sp2 (ligagdo dupla), 67,61 ¢ 7,09 (d, J = 9,0 Hz), de
anel aromadtico orto substituido. Sinal em ¢ 13,68 (s) caracteristico de hidrogénio quelado e

sinais em J 3,88, 3,94, 3,99 ¢ 4,03 (s) correspondente a grupamento metoxila.

O espectro de RMN BB3C (Figura 82, pagina 100), em comparacdo com RMNBC-DEPT
135 (Figura 83, paginas 101), permitiu identificar os carbonos metilicos, metilénicos e

metinicos. Observou-se ainda carbonila em 0 192,80 (Tabela XV, pagina 97).

A partir do espectro de HMQC (Figuras 84 e 85, pagina 101 e 102), correlacionou-se
os hidrogénios aos carbonos correspondentes e do espectro HMBC (Figuras 86 e 87, pagina

102 e 103), verificou-se acoplamento do carbono C-2 (J 162,11) a trés ligacdes com 0s
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hidrogénios H-2" (0 6,94) e H-6" (0 7,63); o carbono C-3 acopla a duas ligacdes com 0s
hidrogénios da metoxila MeO-3 (0 3,88) e a trés ligacdes com o hidrogénio H-6’. O carbono
C-7 (0 165,00) acopla a duas ligagdes com o hidrogénio H-8 (0 6,40); o carbono C-1° (&
115,27) acopla a duas com os hidrogénios H-2’/H6’ e a trés ligacdes com o hidrogénio H-5’
(0 6,55); o carbono C-3° (J 127,67) acopla a duas ligagdes com o hidrogénio H-2’, a trés
ligacdes com o hidrogénio H-8” (& 7,45) e acoplamento “W” a longa distincia com o
hidrogénio H-7” (87,89); o carbono C-4’ (6 155,24) acopla a duas liga¢gdes com o hidrogénio
H-5" e a trés ligacdes com o hidrogénio H6’; os carbonos CH-2"’/6"" (6 130,64), acoplam a
trés ligacdes com os hidrogénios da metoxila MeO-4"" (J 4,04), com o hidrogénio H-7"" e
acoplamento “W” a longa distincia com o H-8’’; carbono C-1"" (J 126,31), acopla a duas
ligacdes com o hidrogénio H-7"" e a trés liga¢cdes com o hidrogénio H-8’’. O carbono C-6 (&
98,43) acopla a trés ligacdes com o H-8; o carbono C-8 (092,64) acopla a trés ligagdes com o

hidrogénio H-6 (9 6,39).

A andlise do espectro de RMN 'H,'H-COSY (Figura 88, pagina 103), observou-se os
seguintes acoplamentos: (1) Hidrogénio H-6’ (87,65) com o hidrogénio H-5" (0 6,55); (2) Os
hidrogénios H-2""/6"" (67,61) com os hidrogénios H-3""/5"" (67,09) e (3) O hidrogénio H-7"’
(67,89) com o hidrogénio H-8"’ (57,45).

De posse dos dados de IV, EM, RMN 'H e RMN 1B3C, RMN B3C-DEPT 135, HMQC,
HMBC e COSY, obteve-se a férmula molecular CysH»4O9 que possui 34 4tomos de
hidrogénio a menos quando comparado com uma molécula aciclica e sem insaturagio,
indicando dezessete insufici€éncias de hidrogénio, duas atribuidas as carbonilas, uma a ligacdo
dupla C2-C3 e uma ligacdo dupla C7°’-C-8"’, e as demais sdo atribuidas aos anéis aromaticos.
Levando-se em conta os dados discutidos, propde-se a estrutura abaixo para PR7, flavondide
com um substituinte derivado do acido acrilico ligado ao carbono C-3° denominado: 3-(4-
metoxifenila) acrilato de 2(E)-2-metoxifenila-5-(5-hidroxi-3,7-dimetoxi-4-oxo0-4H-cromen-2-

ila), inédita na literatura (Figura 78, pdgina 97).



FIGURA 78: PR6

TABELA XV: Dados de HMBC e HMQC de PR6 em CDCl;

HMQC HMBC
dc On Jen Jen
C
2 162,11 - H-2’; H-6’
3 157,92 - MeO-3 H-6’; H-5’ (4.1)
4 192,80 -
5 163,56 -
7 165,00 - H-8
9 153,04 -
10 110,94 -
1’ 115,27 - H-2’/H-6’ H-5°
3 127,67 ; H-2’ H-8"": H-7"(*)
4 155,24 - H-5’ H-6’
1 126,31 - H-7 H-8’
4 162,97 -
9 165,00 -
CH
6 98,43 6,39 (d,J=4,0Hz) H-8
8 92,64 6,40 (d, J=4,0Hz) H-6
2’ 114,71 6,94 (d, J=4,0 Hz)
5’ 106,56 6,55 (d, J=9,0 Hz)
6’ 126,31 7,65 (d,J=9,0 Hz)
27/6> 130,64 7,61 (d,J=9,0Hz) MeO-4’; H-7°’; H—8”(4J)
37/5 114,71 7,09 (d,J=9,0 Hz)
7 144,74 7,89 (d, J = 15,5 Hz)
8’ 117,92 7,45 (d, J=15,5 Hz)
MeO
3 61,00 4,04 (s)
4 55,66 3,88 (s)
4” 55,66 3,88 (s)
7 56,27 3,99 (s)
OH
5 - 13,68 (s)

97



PR6 - m/z 504 (Ausente)

QUADRO 19: Proposta de fragmentacdo do espectro de massa de PR6
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FIGURA 81: Espectro de RMN 'H de PR6 (CDCls, 500 MHz)
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FIGURA 83: Espectro de RMN BC-DEPT 135 de PR6 (CDCls, 125,5 MHz)
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PARTE II - Constituintes Isolados de Propolis de Minas Gerais

2.77. Determinacdo estrutural PR7

Uma amostra do liofilizado (2,90 g) de propolis verde de Minas Gerais, foi extraida
com 50,0 mL de MeOH, filtrada e concentrada em rotaevaporador, resultou em 86,70 mg de
uma resina de cor esverdeada. O extrato metandlico obtido foi cromatografado em sucessivas
colunas de exclusao com Sephadex LH20 e eluida com MeOH, obteve-se fracdo com uma

unica mancha (14,00 mg) de aspecto resinoso verde que foi denominada PR7.

O espectro de massas obtido por impacto eletronico (EM-IE) (Figura 90, pagina 107),
revelou o pico correspondente ao fon molecular em m/z 164 (100%, M*, CoHgO3), compativel
com a formula molecular, confirmada pelos dados que se seguem, além de fragmentos

(Quadro 20, pagina 107): 147 (46%) e 119 (28%).

O espectro de RMN 'H (Figura 91, pagina 108), apresentou sinais compativeis com
substincia aromdtica com absor¢do na regido oy 6,27-7,56. Sinais em 67,42 (d, J = 8,5 Hz) e
06,79 (d, J = 8,5 Hz) para hidrogénios com acoplamento orto; sinal em 67,56 (d, J = 15,8

Hz) e 66,28 (d, J = 15,8 Hz) para hidrogénios ligado a carbono spz, com acoplamento trans.

O espectro de RMN 13C (Figura 92, pigina 108), revelou sinais correspondentes a sete
atomos de carbono. Comparagcdo do espectro de RMN 13C totalmente desacoplado, com
RMNBC-DEPT 135 (Figura 93, pdgina 109), permitiu identificar a presenca de quatro
carbonos metinicos. Os trés sinais restantes presentes em HBBD foram identificados como
carbonos ndo hidrogenados, entre eles uma carbonila ¢ 171,85. De posse dos espectros de
massas, RMN 'H, RMN 13C e (RMN BC-DEPT 135), obteve-se a féormula molecular CoHgO3
que possui 22 dtomos de hidrogénio a menos quando comparado com uma molécula aciclica e
sem insaturacdo, indicando seis insuficiéncias de hidrogénio, uma atribuida a carbonila, uma a

ligacdo dupla C7-C8 e as demais sdo atribuidas ao anel aromatico.

Pela andlise do espectro de HMQC (Figura 94, pédgina 109), correlacionou-se os
hidrogénios aos carbonos correspondentes. A partir do espectro HMBC (Figura 95, pagina,

110), verificou-se que o carbono C-1 (6127,58) acopla a duas ligagdes com os hidrogénios H-
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7 (07,56) e H-2,6 (07,42), e a trés ligacdes com os hidrogénios H-3,5 (86,79); o carbono C-4
(0 161,11) acopla a duas ligagdes com os hidrogénios H-3,5, e a trés ligacbes com os
hidrogénios H-2,6; o carbono C-9 (d171,85), acopla a trés ligagdes com o hidrogénio H-7; os
carbonos C-2,6 (0 105,42) acopla a duas ligagdes com os hidrogénios H-3,5 e a trés ligacdes
com o H-7; os carbonos C-3,5 (8 116,93) acoplam a duas liga¢des com os hidrogénios H-2,6,
e a quatro ligagdes com o hidrogénio H-7 (J 7,56); o carbono C-7 (0 146,64) acopla a trés
ligagcdes com os hidrogénios H-2,6 e quatro ligacdes com os hidrogénios H-3,5; o carbono C-
8 (0 116,64) acopla a duas ligagbes com o hidrogénio H-7 e a quatro ligagdes com os

hidrogénios H-2,6 e a cinco ligagdes com os hidrogénios H-3,5, dados registrados na Tabela

XVI, pagina 106.

A andlise do espectro de RMN COSY (Figura 96, pagina 112), observou-se os
seguintes acoplamentos: 1) Os hidrogénios H-2,6 (8 7,42) com os hidrogénios H-3,5 (0 6,79)
e 2) Os hidrogénios H-7 (67,56) e H-8 (06,28).

Levando-se em conta os dados discutidos e com base na andlise da literatura, chegou-
se a conclusdo de que PR7, trata-se do acido p-cumarico [4cido acrilico 3-(4-hidroxi-fenila)],

Figura 89, abaixo (SOUZA-FILHO et al., 2005; CHEMFINDER®, 2007)

FIGURA 89: PR7



TABELA XVI: Dados de RMN 'H,"*C-COSY HMQC e HMBC de PR7 - MeOD

106

HMQC HMBC
Sc On Jen *Jcu dc Ou
C
1 127,58 - H-7; H-2,6 H-3,5;H-8 1273 -
4 161,11 - H-3,5 H-2,6 161,0 -
9 171,85 - - H-7 1712 -
CH
2,6 131,09 7,42 (d,J=8,5Hz) H-3,5 H-7 131,0 74
3,5 116,93 6,79 (d,J = 8,5 Hz) H-2,6 H-7%J 1168 6,8
7 146,64 7,56 (d,J=15,8 Hz) - H-2,6; 146,6 7,6
H-3,5%7
8 116,64 6,28 (d,J=158Hz) H-7 H-2,6 */; 1157 63
H-3,5°J

# Dados obtidos de Souza-Filho et al., (2005).
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QUADRO 20: Fragmentos de massa de PR8
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2.8. Determinacdo estrutural PR8

Uma amostra de 2,9 g de prépolis solivel em dgua, obtida da amostra de propolis
verde de Minas Gerais, foi lavada com 50 mL de MeOH, filtrada e concentrada em
rotaevaporador, resultou em 86,7 mg de resina esverdeada, que foi cromatografada em coluna
de exclusdo com Sephadex LH20, obtendo-se 50 fracdes, analisadas em CCD. As frac¢des
F21-32 foram reunidas e novamente cromatografadas em Sephadex LH20 e analisadas em
CCD. As fragdes F6-10, reunidas por se apresentarem iguais € com uma tnica mancha (18,0
mg) de aspecto resinoso verde e que foi denominada PRS.

O espectro de RMN 'H (Figura 98, pagina 113), apresentou sinais compativeis com
substincia aromdtica em 06,89 (dd, J = 2,3 e 7,8 Hz) acoplamento orto € meta, e 66,74 (dd, J
= 7,8 Hz) acoplamento orto; sinal em 87,58 € 0 6,27 hidrogénio ligado a carbono spz, com
acoplamento trans.

Andlise dos espectros de RMN 13C (Figura 99, pagina 113), com desacoplamento de
hidrogénio (HBBD) e RMNBC-DEPT 135 (Figura 100, pagina 114), permitiu propor a
férmula molecular CoHgO4 que possui 12 dtomos de hidrogénio a menos quando comparado
com molécula aciclica e sem insaturacao, indicando seis insuficiéncias de hidrogénio, uma
atribuida a carbonila, uma a ligacdo dupla C7-C8 e as demais sdo atribuidas ao anel
aromdtico. O espectro de RMN 'H,">C-COSY HMQC (Figura 101, pagina 114) dados
demonstrados na Tabela X VII, pagina 112.

Na andlise do espectro de RMN COSY (Figura 102, pédgina 115), observou-se
acoplamento do hidrogénio H-7 (0 7,58) com o hidrogénio H-8 (J 6,27). Com os dados
obtidos, permitiu-se propor PR8 como acido (E)-3-(3,4-dihidroxifenila) propendico (Figura

97, abaixo).

HO \

OH

FIGURA 97: PR8
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TABELA XVII: Dados de RMN 'H,"*C-COSY HMBC e HMQC de PR8

HMQC
dc On
C
1 127,82 -
3 146,85 -
4 149,71 -
9 168,73 -
CH
2 115,55 6,98
5 116,61 6,74
6 123,22 6,89
7 147,14 7,58 (d, J = 13,9 Hz)
8 115,01  6,27(d,J=13,9 Hz)
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2.9. Determinacao estrutural de PR9

Uma amostra do extrato aquoso liofilizado (2,9 g) de prépolis verde de Minas Gerais,
foi extraida com 50 mL de MeOH, filtrada e concentrada em rotaevaporador, resultou em 86,7
mg de resina de cor esverdeada. O extrato metandlico obtido foi cromatografado em
sucessivas colunas de exclusao com Sephadex LH20 e eluida com MeOH, obteve-se com uma

unica mancha em CCD (22 mg) de aspecto resinoso verde denominada PR9.

O espectro de massas obtido por impacto eletronico (EM-IE) (Figura 104, pagina 120),
apresentou fon molecular m/z 164 (100%, M*, CoHgO3), compativel com uma das substancias

presentes na mistura e confirmada pelos dados que se seguem.

Ap6s andlise dos espectros de RMN 'H (Figura 105, pagina 118), RMN Be (Figura
104, pagina 118) e RMN "“C-DEPT 135 (Figura 107, pagina 119), juntamente com RMN
'H,"*C-COSY HMQC e HMBC (Figura 108-111, paginas 119-121), chegou-se a conclusio
que os sinais eram compativeis com substincias arométicas com absor¢io na regido oy 6,30-
7,60. Tratava-se de uma mistura de trés derivados do acido cindmico, denominados A, B e C,
contendo 64,7% de A, 26,7% de B e 8,7% de C. Para A: C-H 6137,97 ¢ 67,45 (d, J = 8,5
Hz) hidrogénio com acoplamento orfo € d 116,92 ¢ 66,82 (d, J = 8,5 Hz) hidrogénio com
acoplamento orto; sinal em 6 146,05 ¢ 07,58 (d, J = 15,7 Hz), 116,32 ¢ 66,82 (d, J = 15,7
Hz) hidrogénio ligado a carbono spz, com acoplamento trans; para B em 0129,41 e 67,23 (d,
J = 7,2 Hz) hidrogénios com acoplamento orto, 6 129,55 ¢ 67,27 (t, J = 7,2 Hz) hidrogénio
com acoplamento orto; 6 127,23 e 67,18 (t, J = 7,2 Hz) hidrogénio com acoplamento orto, e
sinais em 032,41 ¢ 02,92 (t, 7,7 Hz), 637,57 ¢ 62,59 (t, 7,7 Hz) para carbonos metilénico;
para C: 0132,87 66,71 (d, J = 8,5 Hz) hidrogénio com acoplamento orto, € 115,34 ¢ 67,04
(d, J = 8,5 Hz) hidrogénio com acoplamento orto, € sinal em 631,61 ¢ §2,82 (t)e §37,86¢ &
2,53 (t) para carbonos metilénicos. Observou-se sinal para carbonila de dcido em 6 168,00, os
demais sinais de carbonos ndo hidrogenados, encontra-se na Tabela XVIII, pdgina 117. Os
dados nos permitiram propor que a mistura se tratava dos seguintes compostos: A- dcido (E)-
3-3(4-hidroxifenila)-2-propendico, B- 4cido 3-fenilpropandico e C- 4dcido 3-(4-hidroxifenila)

propandico (FIGURA 103, pagina 117).



TABELA XVIII: Dados de RMN de PR9 - compostos A, B e C - CD3;0D, 500 e 125,75 MHz
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A B
HMQC HMBC HMQC HMBC HMQC HMBC
o o *Jen *Jeu o o *Jen *Jeu o o Jeu  Jeu
C
1 (127,55 - - H-3/H-5 | 142,50 - 2H-7 H-3/H-5 142,50
4 161,07 - - H-2/H-6 - - - - 163,55
9 1168,00 - - -
CH
2/6 1131,97 7,45(d, 8.5Hz) H-3/H-5 - 129,41 7,23(d,7,2Hz) H-3/H-5 H-4;2H-7 | 132,87 6,71 (d, 8,5 Hz)
3/5 1116,92 6,82 (d, 8,5Hz) H-2/H-6 - 129,55 7,27 (t, 7,2 HZ) H-2/H-6 - 115,34 7,04 (d, 8,5 Hz)
4 - - - - 127,23 7,18 (t, 7,2 HZ) - H-2/H-6 - -
7 1146,05 7,58 (d, 15,7 Hz) - - - - - - - -
8 (116,32 6,82 (d, 15,7 Hz) H-7 - - - - - - -
CH,
7 - - 32,41 2,92 (t,7,7 Hz) 2H-8 H-2/H-6 31,61 2,82 (1)
8 - - 37,57 2,59 (t,7,7 Hz) 2H-7 37,86 2,53 (1)

Acido (E)-3-(4-hidroxifenila) propenéico Acido 3-fenilpropanéico Acido 3-(4-hidroxifenila) propandico
A B C

FIGURA 103: PR9
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3. CONSTITUINTES DO OLEO ESSENCIAL DE PROPOLIS VERDE DE
MINAS GERAIS

O 6leo essencial de propolis verde foi obtido conforme descrito na parte experimental,
item S5.7.. O 6leo obtido foi analisado por CG-EM (Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massa), cujo cromatograma estd mostrado na Figura 112, pdgina 123. A
identificacdo dos componentes se deu por andlise de duas bibliotecas de EM do computador,
através do indice de retencdo e uma rotina de pré-selecdo, além da inspe¢ao e confirmacgdo
visual dos espectros de massa na literatura para confirmacdo e ainda de acordo com a
fragmentacdo de cada constituinte (ADAMS, 2001). Vinte e quatro compostos foram
identificados, representando 97,7% do total dos componentes detectados. A composi¢ao
quimica do dleo estd representada na Tabela XIX, pagina 124, em seguida os espectros de

massa (Figura 114-136, paginas 125-130).

Como constituintes presentes no 6leo, destacam-se: monoterpeno oxigenado (0,3%),
hidrocarbonetos sesquiterpenos (65,18%), sesquiterpenos oxigenados (23,64%), e derivados
do acido cindmico (6,17%). Dos constituintes do 6leo essencial identificados: E-nerolidol
(17,14%), E-cariofileno (13,38%) e selin-3,7(11)-dieno (10,35%) foram os mais abundantes.
Investigacdo na literatura sobre propolis verde, verificou-se a presenca de diversos compostos
como: derivados cromenos, derivados do dacido ciniamico, flavondides, benzofuranos,
diterpenos labdanos, ésteres de dcidos graxos de cadeia longa, triterpenos e sesquiterpenos,
entretanto este € o primeiro registro de constituintes quimicos do 6leo essencial de prépolis

verde de Minas Gerais.

O espectro de IV (NaCl) (Figura 113, pagina 123) do 6leo essencial da prépolis verde,
apresentou deformacio axial em 3494 cm™ caracteristica de OH; deformacdo axial de C-H de
alifiticos em 2926 e 2862 cm™'; deformacdo axial de carbonila em 1750 e 1685 cm''; vibragio
de niicleo aromdtico em 1601 e 1451 cm™; deformagdo angular de CH3 em 1371 cm™;
deformacdo axial de ésteres em 1266 cm'l; deformacdo axial de édlcoois e fendis em 1205,
1157 ¢ 1106 cm™; deformagdo angular fora do plano para C-H de carbono sp” em 989, 889 e

830 cm™; deformacdo angular caracteristica de anel aromatico em 756 e 694 cm™.
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TABELA XIX: Composi¢do quimica (%) do dleo essencial de prépolis verde
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CONSTITUINTES QUIMICOS TR %
(min)

1 (Z)-1-(4-hidroxifenila)oct-1-ene-3,5-diona 3,05 0,46
2 Acido 3-oxobutanéico 3,70 1,06
3  Malonato de benzila e metila 5,10 0,33
4  Acetofenona 13,10 0,42
5 Linalol 15,10 0,30
6  3-fenil propanoato de metila 21,00 2,13
7  3-fenil propanoato de isopropila 25,00 2,38
8  ailangeno 25,60 4,02
9  E-cariofileno 27,00 13,38
10 Aromadendreno 27,60 8,37
11 othumulene 28,10 2,44
12 9-epi-E-cariofilleno 28,20 1,94
13 Germacreno A 28,70 7,64
14 3-fenilpropanoato de isobutila 28,90 1,66
15  [B-selineno 29,00 1,36
16 Viridifloreno 29,40 4,18
17 ymuuroleno 29,50 3,57
18 S&amorfeno 29,90 4,61
19 Z-calameno 30,00 3,32
20 Selin-3,7(11)-dieno 30,20 10,35
21  E-nerolidol 31,20 17,14
22 Espatulenol 31,60 5,41
23 Oxido de cariofileno 31,80 1,09

Total - 96,20

TR: Tempo de Retencao
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IGURA 114: Espectro de massas de (Z)-1-(4-hidroxifenila) oct-1-ene-3,5-diona
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FIGURA 115: Espectro de massas de acido 3-oxobutandico
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FIGURA 116: Espectro de massas de malonato de benzila e metila
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FIGURA 117: Espectro de massas de acetofenona
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FIGURA 118: Espectro de massas de linalol
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FIGURA 119: Espectro de massas de 3-fenil propanoato de metila
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FIGURA 120: Espectro de massas de 3-fenil propanoato de isopropila
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FIGURA 121: Espectro de massas de o~ilangeno
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FIGURA 122: Espectro de massas de E-cariofileno
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FIGURA 123: Espectro de massas de aromadendreno
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FIGURA 125: Espectro de massas de 9-epi-E-cariofileno



1 GO T
: 108 o
9t
N 41 b
133
535 67
i |
148 189
,......,..g...}.’.‘..i;.:].,....,..!..::..I,.:,j:r."'..;....!.!.!a......,....|‘I.-..;,.!. ”‘!,,....'.-.l.' ,'.'.'.l.,”=s[1.‘.”1...1..‘..';U;,,........,i S S PN
20 30 40 50 6 70 8 9% 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

FIGURA 126: Espectro de massas de germacreno D
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FIGURA 127: Espectro de massas de 3-fenilapropanoato de isobutila

rowr =+ 5w
41 s
] " 131 133
161
] 147
J i
204
i7s
: L]
' 1 I} 4 T I J ‘u . I ?22 |
LAY AR i WAL W R A L Ll LA bl LAY ML AL L WAL Ukl LA Ll WL
20 AQ 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320
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FIGURA 129: Espectro de massas de viridifloreno
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FIGURA 131: Espectro de massas de o-amorfeno

U0 Tl
4
mo -
5 4 ‘o1 7 81 ws 1M h] ‘
Bk A LA e W A L L M Gkl LA L) EAEk A M i el L L L L L
10 30 50 70 S0 110 130 150 170 190 210 230 250 270

FIGURA 132: Espectro de massas de cis-calameno
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FIGURA 133: Espectro de massas de selina-3,7(11)-dieno
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4. ATIVIDADES BIOLOGICAS

4.1. Atividade Antioxidante de Fracdes Obtidas da Propolis de Alto

Santo — Ceara e Propolis Verde de Minas Gerais

4.1.1. Atividade antioxidante da propolis de Alto Santo — CE

Amostra do extrato etandlico de prépolis de Alto Santo — CE (Extpr) e das substancias
isoladas: [4cido 3,4-seco derivado do lupano (1), lupeol (2), lupenona (3) e germanicona (4) e
os flavonoides quercetina (5), canferol (6) e acacetina (7) — Quadro 21, pagina 130], nas
concentracoes de 1,00; 0,05 e 0,025 g/L, foram dissolvidas em 1.0 mL de etanol e adicionadas
a uma solucdo etandlica de DPPH (1,0 mL), na concentracdo de 60 #M. Foram realizadas
medidas de absorbancia na faixa de 520 nm em espectrofotometro de UV, no tempo inicial e
apo6s 30 minutos. A percentagem de inibicdo foi feita por comparagdo da absor¢do da solugdo
contendo amostra, em relagdo a uma solucdo controle de DPPH sem amostra. Os resultados
mostrados na Tabela XX, pagina 132, representam a média aritmética de 3 leituras realizadas.
Como padrdes positivos de referéncia, utilizou-se Trolox e BHT, as estruturas estdo no

Quadro 21, pdgina 132.

Observou-se atividade significativa para os flavondides quercetina S, canferol 6, e
acacetina 7, que apresentaram reducao da formacdo de radicais na concentragido de 1,00 mg
de 70%, 68% e 53% e na concentragdao de 0.25 mg, inibicdo de 70%, 59%, e 19%
respectivamente. Atividades mais significativas que o extrato etandlico de propolis de Alto
Santo — CE (Extpr). Estes dados estdo compativeis com as estruturas, verificou-se que os
flavon6ides com maior nimero de hidroxilas como a quercetina e canferol apresentou maior
percentagem de inibi¢do. Para o dcido candrico, observou-se fraca atividade de inibicdo, com
reducdo de apenas 26% na concentracdo de 1.00 mg/mL e auséncia de atividade para os

triterpenos 2-4 (ALBUQUERQUE et al., 2007).
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TABELA XX: Atividade antioxidante por seqiiestro de radical DPPH
de extrato etandlico de propolis e das substancias 1, 5-7.
Concentracao (mg/mlL)

1,00 0,05 0,025
Substincias %

Extpr 66 50 45
1 26 25 22

2 SA SA SA

3 SA SA SA

4 SA SA SA

5 70 70 70

6 68 60 59

7 53 29 19
BHT 100 98 97
Trolox 100 95 90

SA: Sem Atividade

QUADRO 21: Substancias isoladas de prépolis de Alto Santo — CE, utilizadas no
teste de atividade antioxidante com DPPH.
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4.1.2. Atividade antioxidante da propolis verde de Minas Gerais

Os resultados do efeito antioxidante de trés amostras obtidas da propolis verde de
Minas Gerais (EE prop — Extrato etandlico de prépolis de Minas Gerais; Liof-1 — Liofilizado
de propolis solivel na dgua, obtido de L-lisina e Liof-2 — Liofilizado de prépolis soluvel na
agua, obtido de L-lisina e PVP) por meio do método de seqiiestro de radical livre e o controle
positivo (Trolox e Vitamina C) em DPPH (HEGAZI & HADY, 2002). O DPPH teve seu
efeito medido por absorbincia a 520 7m em espectrofotometro de UV, no tempo inicial e
ap6s 30 minutos. Na reacdo, disponibilizou-se a amostra e 60 M de DPPH.— o sistema de
radical livre foi determinado e apresentado na Tabela XXI abaixo e demonstrados na Figura

137.

TABELA XXI: Atividade antioxidante de trés amostras obtidas de propolis verde de Minas

Gerais, pelo método de captura de radical livre por DPPH

CONCENTRACAO (ppm)
Tratamento 1000 250 62.5
Atividade % Atividade % Atividade % 1Cs

(ppm)

Controle 0,3440 00,00 0,3440 00,00 0,3440 00,00 00,00
Trolox (T)  0,0104 96,96 0,0197 94,26 0,0206 94,00 0,001
Vitamin C ~ 0,0095 97,25 0,0187 94,59 0,0210 93,92 0,007
EE prop 0,0200 94,19 0,0280 91,86 0,0400 88,37 0,04
Liof-1 0,0420 87,79 0,1140 66,86 0,1560 54,65 46,78
Liof-2 0,0170 95,06 0,0200 94,19 0,1180 65,70 28,62
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FIGURA 137: Atividade antioxidante de trés amostras de propolis
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4.2. Testes biologicos realizados com propolis de Alto Santo — CE

Duas fracdes de prépolis de Alto Santo — CE, foram enviadas para o Departamento de
Farmacologia da Universidade Federal do Ceard, para realizacdo de teste biolégico com
celulas cancerigenas. As amostras foram: Extrato Etandlico de Prépolis Bruto (EEPB) e o
seco-triterpeno acido candrico, denominadas respectivamente de PC-1 e PC-2, apresentados

na Quadro 22, abaixo e registrados na Tabela XXII, pagina 135.
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QUADRO 22: Resultado das amostras PCI-1 e PCI-2



135

No Quadro 22, pagina 134, visualiza-se juntamente com as amostras PCI-1 e PCI-2,

curva da amostra SA-1 (padrdo), substancia de elevada atividade citotoxica. A amostra PCI-1,

apresentou moderada citotoxicidade e a amostra PCI-2 teve baixa citotoxicidade, como

observado também nos dados da Tabela abaixo.

TABELA XXII: Valores obtidos a partir dos testes bioldgicos realizados

AMOSTRA HCT-8 B16 CEM HL60 MCF-7
(ug/mL) (ug/mL) (ug/mL) (ug/mL) (ug/mL)
6,8 5,25 5,67 9,96 6,54
SA-1 4,9-8,37 4,29-7,49 7,59-13,06
13,11 8,43 13,24 20,19
PC-1 8,97-19,14 >25 6,33-11,24 10,07-17,42  10,42-39,11
PC-2 >25 >25 >25 >25 >25

HCT-8: Células tumorais de c6lon
B16: Células tumorais de melanona murino
CEM e HL60: Células tumorais leucémicas

MCF-7: Células tumorais de mama
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5. PARTE EXPERIMENTAL

5.1. Métodos Cromatogréficos

5.1.1. Coluna Cromatografica (CC)

Na execucdo das andlises cromatogréficas de adsor¢do em coluna utilizou-se gel de
silica 60 da VETEC (0,063-0,200 mm; 70-230 mesh).

O comprimento e o didmetro das colunas variaram de acordo com as quantidades das

amostras e as quantidades de gel de silica utilizadas.

Na eluicdo foram utilizados solventes puros como éter de petréleo, hexano,
dicloromentano cloroférmio, acetato de etila e metanol, além de misturas binarias dos

mesmos, obedecendo a uma ordem de polaridade crescente.

5.1.2. Cromatografia de Exclusdo Molecular
As cromatografias de exclusao molecular foram realizadas em colunas de diferentes
tamanhos e diametros, de acordo com as aliquotas de amostras e as quantidades de gel de

dextrana LH20 (Pharmacia), utilizou-se metanol como eluente.

5.1.3. Cromatografia em Camada Delgada

Nas cromatografias de camada delgada (CCD), foram usadas placas de vidro com
dimensdes de 10 x 5 cm, revestida em uma das faces por gel de silica 60G da VETEC cdédigo
1094 e gel de silica 60 (2-25 pm, camada de 250 um) sobre poliéster T — 6145 da Sigma

Chemical Co. (com indicador de fluorescéncia na faixa de 254 7m).

As substancias foram reveladas através de radiagdo ultravioleta (UV) em dois
comprimentos de onda (254mm - 3657m), emitidas por lampada modelo UVLS-28 da
Sovereign Computer Systems, solugdes reveladoras selecionadas de acordo com o
comportamento quimico das substancias analisadas, utilizando-se vanilina e dcido perclérico

em etanol.

Ap6s aplicagdo do revelador adequado, as placas foram aquecidas em estufa a 100°C

por aproximadamente 4 minutos.
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Os eluentes utilizados para eluicdo das placas foram: éter de petrdleo, cloreto de
metileno, cloroférmio, acetato de etila e metanol, puros ou combinados numa ordem crescente

de polaridade.

Os extratos e fracoes das colunas cromatogrificas foram destilados sob pressao

reduzida em evaporador rotativo Fisaton — modelo 801.

5.2.  Métodos Espectroscopicos

Os espectros apresentados neste trabalho foram obtidos em aparelhos pertencentes ao
Departamento de Quimica Organica e Inorganica da Universidade Federal do Ceard, do
Centro Nordestino de Aplicagio e Uso da Ressonancia Magnética Nuclear

(CENAUREM/UEC).

5.2.1. Espectroscopia de Ressondncia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de ressonincia magnética nuclear de hidrogénio (RMN 'H) e ressonéncia
magnética nuclear de carbono 13 (RMN BBC) unidimensionais e bidimensionais foram
registrados em espectrodmetro da Bruker modelo Avance DRX — 300 e Avance DXR - 500,
operando na freqiiéncia do hidrogénio a 300 MHz e a 500 MHz, e na freqiiéncia do carbono a
75,5 MHz e a 125,75 MHz, respectivamente. Na dissolucdo das amostras para andlise foi

utilizado 0,6 mL de solventes deuterados (cloroférmio - CDCls, metanol - CD3OD e piridina.

Os deslocamentos quimicos (), foram expressos em parte por milhdo (ppm), foram
referenciados no caso dos espectros de RMN !H, pelo pico do hidrogénio residual da por¢ao
nao deuterada do CDCl; (67,27), CD;0D (63,31) e piridina. Para os espectros de RMN 13C,
os deslocamentos quimicos (0), foram obtidos tomando-se como referéncias os picos dos
carbonos 13C dos solventes utilizados, CDCl; (677,23), (CD);SO (839,01-40,01), CD;0D (¢
49,17).

As multiplicidades dos sinais de hidrogénio nos espectros de RMN !'H, foram
indicadas segundo a convencgdo: s (singleto), d (dubleto), dd (duplo dubleto), t (tripleto), q
(quarteto) e m (multipleto).
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O padriao de hidrogenagdo dos carbonos no especrtro de RMN 13C foi determinado
através do emprego da técnica DEPT (Distortionless Enhacement by Polarization Transfer),
com angulo de nutagdo (6) de 135° com CH e CH3; com amplitude em oposi¢ao aos CH,, e foi
descrito conforme a convengdo: C (carbono nio hidrogenado), CH (carbono metinico), CH,
(carbono metilénico) e CHjs (carbono metilico). Os carbonos ndo hidrogenados foram
caracterizados pela subtracdo dos espectros de DEPT 135°, e do espectro HBBD (Hidrogen
Broad Band Decoupled).

5.2.2. Espectrometria de Massas (EM)

Os espectros de massas dos 6leos essenciais e de alguns constituintes fixos, foram
obtidos em espectrometro Hewlett Packard, modelo HP-5971 A, acoplado a cromatégrafo
gés-liquido, modelo HP-5890 A série II (CGL/EM), equipado com coluna capilar de silica
fundida com 30,0 m de comprimento, 0,25 mm de didmetro interno, e filme de 0,1 um, tendo
como fase estaciondria DB-5 — Dimetilpolisilosano, mantendo fluxo de 1 mL / min. de hélio

como gds de arraste, com um gradiente de aumento de temperatura de 4,0°C / min. de 50 a

180°C e 20°C / min. de 180 a 280°C, sendo a temperatura do injetor de 250°C.

5.2.3. Espectroscopia na Regido do Infravermelho (IV)
Os espectros de absorcao na regido do infravermelho (IV) foram obtidos em
espectrometro Perckin Elmer, modelo FT-IR Spectrum 1000, utilizando-se pastilhas de

brometo de potassio (KBr), como suporte para as substancias a serem analisadas.

5.3. Métodos fisicos

5.3.1. Ponto de Fusdo (PF)
Os pontos de fusdo foram determinados no aparelho de micro determinacdo digital
Mettler Toledo provido de uma estagcdo de aquecimento FP82HT e uma central de

processamento FP90 velocidade de aquecimento de 2°C / min. Nao foram feitas correcdes.

5.3.2. Rotagdo optica ()
Para obtenc¢ao das rotacdes Opticas, utilizou-se um polarimetro digital da Perkin Elmer

341.
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5.4. Obtengao das amostras de prépolis

O estudo foi caracterizado como experimental e qualitativo e foi realizado segundo a

metodologia descrita a seguir.

PROPOLIS
750 G
Extraido com EtOH
EEBP
170 G
| CC (Hex:CHCI3, AcOEt, MeOH)
I I I |
HEXANO CHCIs AcOEt MeOH
364,7 mg 966 mg 59¢ 945 ¢
CHCl;
CC gel de silica CC: gel de silica e sephadex LH20
PR1 635,0 mg| [PR4 30,0 mg
PR2 45,0 mg PRS5 10,0 mg
PR345,0mg | [PR6 12,9 mg

FLUXOGRAMA 1: Esquema de separacdo das fragcdes isoladas de prépolis do Ceara

A primeira amostra de propolis teve sua origem no municipio de Alto Santo no Ceara,
fornecida pela empresa Néctar Floral, produtora de mel e mel composto, com matriz em
Fortaleza. Foram fornecidos 750 g de prépolis, que foram extraidos inicialmente com etanol,
macerado a frio por trés dias, em seguida foi filtrado, resultando em uma torta (101 g), e numa
fracdo denominada extrato bruto em etanol (ExBrEtOH), que foi concentrado. Esse resisuo foi
submetido a parti¢do liquido-liquido, com diclorometano, acetato de etila, e n-butanol,
respectivamente, resultando em quatro fragdes [F(CH,Cl,) (364 mg), F(AcOEt) (966 mg),
F(n-But) (1,7 g) e F(H,O) (95 g)]. A torta resultante foi adicionada de silica e filtrada a vacuo
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em funil de Buchner com hexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol, resultando nas
fracdes [V(Hex) (364,7 mg), V(CHCL3) (966 mg), V(AcOEt) (5,9 g) e V(IMeOH) (94,5 g)],
ver Fluxograma 1, pagina 139. Algumas frac¢des resultantes foram submetidas a sucessivas
colunas cromatograficas (CC) com gel de silica e sephadex. A segunda amostra de prépolis,
foi do estado de Minas Gerais, municipio de Passa Quatro, conhecida como prépolis verde
cujas propriedades sdo bastante estudadas e conhecidas (5,0 Kg), utilizada para preparar

extrato de propolis solivel em dgua.

5.5. Preparagdo de prépolis solivel em dgua

A coleta da prépolis verde foi realizada na cidade de Passa Quatro - Minas Gerais, nos
meses de setembro e outubro de 2005. O método de extracdo utilizado foi a diretriz da patente
de Nicolov et al. (1987), modificada conforme descrito a seguir: A propolis foi fragmentada
em por¢des menores acrescido dlcool etilico para andlise, mantida por 15 dias (1* extra¢do).
Foram realizadas mais duas extracdes no alcool etilico. O extrato alcodlico foi levado a
concentracdo em ‘“banho-maria” por trés dias. O extrato concentrado sofreu processo de
particionamento liquido-liquido. Inicialmente com éter de petrdleo para extracdo dos acidos
graxos e a seguir com éter etilico (EPEE) para extracdo de substancias mais polares. O extrato
EPEE foi levado a concentracdo em banho-maria por quatro a cinco dias. L -lisina em solugdo
aquosa a 8% foi aquecida em “banho-maria” a uma temperatura entre 51 e 60° (O extrato
concentrado foi pesado e em uma propor¢do de 100 gramas de extrato para 1500 mL de L-
lisina). Delicadamente juntou-se o extrato de prépolis a lisina agitando pelo periodo de 30
minutos entdo retirada do aquecimento e deixou-se a temperatura ambiente. A seguir resfriado
a temperatura de 4°C por 24 horas. O extrato da propolis/lisina foi filtrado, desprezando o
residuo. O extrato final prépolis/lisina foi congelado em freezer, e levado para liofilizacdo em

liofilizador de bancada.

5.6. Atividade antioxidante pelo método de seqiiestro de radical DPPH

Para avaliagcao da atividade antioxidante foi utilizado o método de seqiiestro de radical
DPPH e comparacdo com padrdes positivos, usando a metodologia proposta por Hegazi e El-
Hady (2002). As amostras analisadas de propolis e das substancias isoladas foram diluidas em

trés concentragdes de: 1,00; 0,05 e 0,025 g/L, que foram dissolvidas em 1.0 mL de etanol e
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adicionadas a uma solucdo etandlica de DPPH - 1,1-difenil-2-picril hidrazil - (1,0 ml), na
concentracdo de 60 M, adicionou-se em uma cubeta cerca de 1mL de DPPH, 1mL de EtOH,
testou-se substincias em diferentes concentragdes. Foram realizadas medidas de absorbancia
na faixa de 520 nm em espectrofotdmetro de UV, no tempo inicial e apdés 30 minutos. A
percentagem de inibicdo foi feita por comparacao da absorc@o da solu¢ao contendo amostra,
em relacdo a uma solucdo controle de DPPH sem amostra. Como padrdes positivos de
referéncia utilizou-se Trolox e BHT (hidroxitolueno butilado). Os resultados das analises dos
extratos e substancias s@o mostrados nas Tabelas XX e XXI, respectivamente pagina 132 e

133.

5.7. Analise do 6leo essencial de propolis verde

O o¢leo essencial de propolis verde de Minas Gerais foi obtido pelo processo de
hidrodestilacdo, utilizando-se o aparelho de Cleveger, para obtencao do 6leo essencial, usou-
se 200 g da prépolis bruta, que acondicionada em baldo de fundo redondo de 500 mL,
adicionou-se 1 L de 4gua destilada e a mistura foi aquecida por um periodo de duas horas. O
6leo obtido (3 mg, 0,3%) foi seco com sulfato de sédio anidro e em seguida analisado por
CG/EM. Utilizando-se nas andlises aparelho Shimadzu QP5050 - DB-1, equipado com coluna
capilar (30m x 0,25mm; film thickness 0,25 um), com temperatura inicial de 250°C. A
eluicdo foi realizada com gds Helio e o EM de impacto a 70 eV. Os compostos foram
identificados por seus indices Kovats, tempo de retencdo, comparacdo com biblioteca de
padrdes e ainda por andlise da fragmentacdo de cada constituinte. O resultado dessa anélise

estd mostrado na Tabela XIX, pagina 124.

5.8.  Derivados do lupeol

Lupeol obtido a partir da fracio V(AcOEt) (6 g), depois de repetidas CC em gel de

silica, obtendo-se 1,5 g utilizados para a preparagdo de derivados de lupeol.

5.8.1. Preparacdo do produto oxidado
Pesou-se 428 mg de lupeol e fez-se reagir com 600 mg de clorocromato de piridina
(PCC), dissolvidos em 6,0 mL de acetona e 4,0 mL de diclorometano, sob agitacdo em balao

de fundo chato fechado, por 24 horas. O produto da reacdo foi concentrado em rotaevaporador
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sob pressdo reduzida a 40°C. O soélido resultante 405,0 mg, foi analisado em CCD e
apresentava-se impuro, com presenga de lupeol e foi entdo purificado em CC com gel de

silica, resultando em 378,0 mg de LP1. Enviado entdo para RMN para confirmacao.

5.8.2. Preparacdo do produto acetilado

Lupeol 100 mg foi submetido a reagcdo de acetilacdo em Ac,O/piridina e alguns cristais
de DMAP, agitou-se por 24 horas em temperatura ambiente, em seguida o meio reacional foi
tratado com sulfato de chumbo 10% neutralizacdo da piridina. Realizou-se parti¢do liquido-
liquido com acetato de etila, a fase aquosa desprezada, e a fase organica lavada trés vezes com
dgua destilada. Secou-se a amostra com sulfato de sdédio anidro e concentrou-se em
rotaevaporador. O sélido branco amorfo LP2 (104,7 mg), foi purificado em CC em gel de
silica, utilizando-se como eluente CHCls, apresentando uma tinica mancha em CCD, 97 mg.

LP2 foi caracterizado por técnicas espectroscopicas.

5.8.3. Preparacdo do formilado

Lupeol (PR1) 187,7 mg foi submetido a reacao de formilacdo com 1,5 mL de acido
férmico + 15 gotas de dcido perclérico, a mistura foi mantida em banho-maria a 60°C e
agitacdo magnética, durante quatro horas (LEMOS, 1996). O produto foi resfriado em banho
de gelo sob agitacdo. Em seguida, adicionou-se anidrido acético 1,0 mL e pequena quantidade
de 4dgua destilada, obtendo-se precipitado que foi filtrado e lavado com 4dgua. Apds seco em
dessecador, foi denominado LP3 (534 mg), foi analisado em CCD. LP3 apresentava presenca
de impurezas, foi entdo submetido a CC em gel de silica, utilizando-se como eluente: hexano,
hexano:CHCI; (1:1), CHCI3, AcOEt e MeOH, resultando em 35 fracdes. Andlise das fracdes
em CCD, possibilitou a reunido das fragdes F10-20 e F21-27, identificou-se lupeol formilado
(LP3) 54,8 mg (29,2%) e lupeol que ndo reagiu 106,0 mg. LP3 foi caracterizado por métodos

espectroscopicos.

5.8.4. Preparacdo do cinamato

A um baldo de fundo redondo foi conectado um condensador, adicionou-se 2,7 g de
acido cinamico (0,02 mol), 4,4 mL de cloreto de tionila, 10 mL de benzeno absoluto e uma
quantidade catalitica de cloreto de zinco (ZnCL;). A mistura foi mantida sob refluxo por 3
horas, apds resfriamento foi rotaevaporado com duas por¢des de 10 mL de benzeno absoluto.

O produto obtido (2,7 g) foi destilado (BANDEIRA, 2002).
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A um baldo de trés bocas, conectado a condensador e tubo secante com CaCl,,
adicionou-se 100 mg (0,23 mmol) de lupeol, 195 mg (1,2 mmol) de cloreto de cinamoila e 10
mL de diclorometano. Mantido em banho-maria a 55°C por 7 horas com agita¢cdo magnética.
O produto resultante foi analisado em CCD, verificou-se a presenca de outras substancias. A
mistura foi entdo submetido a CC em gel de silica, utilizando-se como eluente, mistura bindria
hexano/CH,Cl,, obteve-se 28 fracdes que foram analisadas em CCD. As fracdes F8-15 foram

reunidas, resultando em 61 mg (LP4). Dados espectroscopicos confirmaram o produto obtido.

5.8.5. Preparacdo da oxima

Dissolveu-se em baldo de fundo redondo cerca de 1,5 g de cloridrato de hidroxilamina
em 30 mL de metanol e em seguida, adicionou-se 200 mg de lupeol. Deixou-se a mistura
reacional sob refluxo em agitacdo por seis horas (OLIVEIRA et al., 2005). O produto
reacional foi concentrado em rotaevaporador e em seguida, adicionou-se 15 mL de agua,
extraiu-se com duas porcoes de 15 mL de AcOEt. A fase aquosa foi desprezada. A fase
organica lavada com dgua e seca com sulfato de sédio anidro, filtrada e rotaevaporada sob
pressdao reduzida, obtendo-se 207,8 mg (107%) de LP3, sélido branco amorfo. O produto

obtido foi analisado e identificado por métodos espectroscopicos.



144

6. CONCLUSAO

Identificou-se da amostra de prépolis do Ceard, quatro triterpenos: lupeol, mistura de
lupenona e germanicona, € o seco-triterpeno 4cido candrico, trés derivados flavonoidicos,
mistura de canferol e quercetina, acacetina e 3-(4-metoxifenila) acrilato de 2(E)-2-
metoxifenila-5-(5-hidroxi-3,7-dimetoxi-4-oxo-4H-cromen-2-ila), inédito na literatura. Do
lupeol obtido, realizou-se sintese de derivados, utilizando-se como partida o carbono
carbindlico C-3. Resultando em cinco derivados, dos quais dois apds pesquisa na literatura,

constatou-se como inéditos (formiato de lupeol e oxima).

Da prépolis verde de Minas Gerais foram obtidos derivados do 4cido p-cumdrico.
Identificou-se no 6leo essencial de propolis verde, 23 substancias: monoterpeno oxigenado,
hidrocarbonetos sesquiterpenos, sesquiterpenos oxigenados e derivados do 4cido cinamico,
entre eles: E-nelolidol (17,14%), E-cariofileno (13,38%) e selin-3,7(11)-dieno (10,35%)
foram os mais abundantes. A partir do liofilizado solivel em 4gua da prépolis verde, obteve-
se 0 acido p-cumdrico, dcido (E)-3-(3,4-dihidroxifenila) propendico e uma mistura de acido
3,3-(4-hidroxifenila)-2-peopendico, 4cido 3-fenilpropandico e dcido 3-(4-hidroxifenila)

propandico.

Utilizou-se método de seqiiestro de radical DPPH e comparacdo com padrdes
positivos, usando a metodologia proposta por Hegazi e El-Hady (2002). Observou-se
atividade significativa para os flavondides quercetina, canferol, e acacetina, que apresentaram
reducdo da formagdo de radicais na concentracdo de 1,00 mg de 70%, 68% e 53% e na
concentracdo de 0.25 mg, inibicdo de 70%, 59%, e 19% respectivamente. Trés amostras
obtidas da propolis verde de Minas Gerais (EE prop — Extrato etandlico de prépolis de Minas
Gerais; Liof-1 — Liofilizado de prépolis solivel na dgua, obtido de L-lisina e Liof-2 —
Liofilizado de prépolis solivel na dgua, obtido de L-lisina e PVP), foram testados por meio do
método de seqiiestro de radical livre e o controle positivo (Trolox e Vitamina C) em DPPH,
apresentando boa atividade antioxidante. A amostra PCI-1, apresentou moderada
citototoxidade HCT-8: Células tumorais de colon, CEM e HL60: Células tumorais

leucémicas e MCF-7: Células tumorais de mama.
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Conclui-se que a propolis verde de Minas Gerais, a partir do que ja foi relatado
extensamente na literatura da mesma e também a prépolis do estado do Ceard, apresentam

Otimas caracteristicas que condizem com a realizacao de futuros trabalhos, de forma a melhor

caracteriza-las.
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8. CONSTANTES FIiSICAS

8.1. Identificacao do lupeol — PR1

FM - C30H500

PF -210-212°C

IV (KBr em™) - 3393; 1640; 2922; 2852; 1381; 1464.

M/S (m/z) - 426 (34%, M"); 218 (70%); 189 (95%); 107 (90%); 95 (100%).

RMN 'H §ppm- 3,20; 0,74; 1,33; 0,83; 2,37; 1,03; 0,83; 0,76; 0,95; 0,97; 0,79; 1,58.

RMN C §ppm - [C: (C-4) 39,07; (C-8) 41,06; (C-10) 37,39; (C-14) 43,05; (C-17) 43,21;
(C-20) 151,17; CH: (C-3) 79,22; (C-5) 55,53; (C-9) 50,67; (C-13) 38,27; (C-18) 48,53; (C-
19) 48,19; CH,: (C-1) 38,92; (C-2) 27,62; (C-6) 18,52; (C-7) 34,49; (C-11) 21,15; (C-12)
25,36; (C-15) 27,66; (C-16) 35,79; (C-21) 30,06; (C-22) 40,21; (C-29) 109,51; CHj3: (C-23)
28,19; (C-24) 15,57; (C-25) 16,32; (C-26) 16,18; (C-27) 14,75; (C-28) 18,20; (C-30) 19,51].
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8.2. Identificacdo da lupenona — LP1

FM - C30H430

PF - 146-148°C

[a]*® = +51° (¢ = 1,35, CHCl5)

IV (KBr cm’l) —2940; 2855; 1704; 1642; 1455; 1382; 869.

M/S (m/z) — 424 (40%, M", C3oH,50), 205 (100%), 189 (57%), 135 (51%), 121 (72%), 109
(100%), 95 (97%).

RMN 'H 3ppm - 2,45-2,49 (m); 4,57 (s); 4,69 (s); 0,80; 0,93; 0,96; 1,03; 1,07; 1,07; 1,68.

RMN C §ppm - [C: (C-3) 218,34; (C-4) 47,54; (C-8) 41,01; (C-10) 37,10; (C-14) 43,21;
(C-17) 43,12; (C-20) 151,07; CH: (C-5) 55,16; (C-9) 50,02; (C-13) 38,40; (C-18) 48,47; (C-
19) 48,18; CH,: (C-1) 39,84; (C-2) 33,80; (C-6) 19,90; (C-7) 34,37; (C-11) 21,70; (C-12)
25,39; (C-15) 27,66; (C-16) 35,75; (C-21) 30,05; (C-22) 40,20; (C-29) 109,61; CHj3: (C-23)
26,88; (C-24) 21,25; (C-25) 16,18; (C-26) 16,01; (C-27) 14,70; (C-28) 18,23; (C-30) 19,53].
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8.3. Identificacdo do acetato de lupeol — LP2

FM - C3,H5,0,

PF - 199-200°C

[a]*® = +37 (c = 1,05, CHCl5).

IV (KBr em™) — 2940; 2862; 1736; 1454; 1374; 1247.

M/S (m/z) — 468 (24%, M*); 218 (39%), 189 (100%), 107 (54%), 43 (10%).

RMN 'H Sppm - 2,45-2,49 (m); 4,57 (s) e 4,69 (s); 2,04.

RMN C 8ppm - [C: (C-4) 38,07; (C-8) 41,01; (C-10) 37,39; (C-14) 43,25; (C-17) 43,12;
(C-20) 151,12; (C=0) 171,10; CH: (C-3) 81,18; (C-5) 55,62; (C-9) 50,59; (C-13) 38,29; (C-
18) 48,54; (C-19) 48,21; CHa: (C-1) 38,63; (C-2) 23,92; (C-6) 19,90; (C-7) 34,46; (C-11)
18,42; (C-12) 25,35; (C-15) 27,66; (C-16) 35,79; (C-21) 30,07; (C-22) 40,20; (C-29) 109,53;

CHa: (C-23) 28,15; (C-24) 16,19; (C-25) 16,67; (C-26) 16,36; (C-27) 14,71; (C-28) 18,20;
(C-30) 19,49; (AcO) 21,44].
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8.4. Identificacdo do formiato de lupeol — LP3

FM - C31H500,

PF — 168-170°C

[a]*® = +28 (c = 1,1 CHCl5).

IV (KBr em™) —2939; 2851; 1720; 1452; 1383; 1186.

M/S (m/z) — 454 (8%, M*); 107 (67%), 93 (69%), 83 (100%).

RMN 'H 8ppm - 4,60; 8,11; 4,57 (s) e 4,69 (s).

RMN C §ppm - [C: (C-4) 38,00; (C-8) 41,14; (C-10) 37,35; (C- 14) 43,24; (C-17) 43,11;
(C-20) 151,07; CH: (C-3) 81,35; (C-5) 55,62; (C-9) 50,59; (C-13) 38,29; (C-18) 48,53; (C-
19) 48,21; (HC=0) 161,29; CH,: (C-1) 38,60; (C-2) 24,07; (C-6) 18,43; (C-7) 34,44; (C-11)
21,18; (C-12) 25,34; (C-15) 27,67; (C-16) 35,79; (C-21) 29,88; (C-22) 40,21; (C-29) 109,55;

CHs: (C-23) 28,08; (C-24) 16,19; (C-25) 16,69; (C-26) 16,34; (C-27) 14,72; (C-28) 18,20;
(C-30) 19,50].
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8.5. Identificacdo do cinamato de lupeol — LP4

FM - C390H;560,

PF - 168-170°C

[a]* = +74 (c = 1,05 CHCl;).

IV (KBr em™) - 2924; 2855; 1727; 1458; 1176.

M/S (m/z) - 556 (M*, C39Hs602); 218 (35%), 189 (100%), 105 (67%).

RMN 'H Sppm - 4,46 (dd, 10,5 e 5,2 Hz); 7,52-7,54 (1,9, 4,0 € 9,3 Hz); 7,19-7,21 (2,4; 3,2;
7,4 e 8,1 Hz); 7,27-7,29 (6,3 ¢ 7,7 Hz); 7,19-7,21 (2,4; 3,2; 7,4 e 8,1 Hz); 7,52-7,54 (1,9,4,0 ¢
9,3 Hz); 7,68 (16,0 Hz); 6,46 (16,0 Hz); 4,69 (s); 4,57 (s).

RMN C 8ppm - [C: (C-4) 38,59; (C-8) 41,06; (C-10) 37,29; (C-14) 43,21; (C-17) 43,04;
(C-20) 151,15; (C-9°) 167,04; (C-1°) 134,79; CH: (C-3) 81,26; (C-5) 55,59; (C-9) 50,55; (C-
13) 38,26; (C-18) 48,50; (C-19) 48,22; (C-2’) 128,25; (C-3’) 126,39; (C-4") 130,32; (C-5")
129,05; (C-6’) 128,47; (C-7°) 144,47; (C-8’) 119,10; CHa: (C-1) 38,58; (C-2) 23,89; (C-6)
18,41; (C-7) 34,42; (C-11) 21,16; (C-12) 25,31; (C-15) 27,65; (C-16) 35,79; (C-21) 29,69; (C-
22) 40,21; (C-29) 109,57; CHi: (C-23) 28,10; (C-24) 16,74; (C-25) 16,38; (C-26) 16,19; (C-
27) 14,33; (C-28) 18,22; (C-30) 19,50].
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8.6. Identificacdo do oxima do lupeol — LP5

FM — C30HysNO
PF - 178-180°C

[@1® = +28 (c =11, CHCLy).

IV (KBr em™) - 2941; 2851; 1638; 1454.

M/S (m/z) - 439 (22%, M"); 422 (100%), 121 (61%), 107 (82%), 93 (82%), 81 (85%).

RMN 'H Sppm - 4,57 (s) e 4,69 (s); 8,06.

RMN C 8ppm - [C: (C-3) 167,78; (C-4) 37,46; (C-8) 41,14; (C-10) 40,50; (C-14) 43,24;
(C-17) 43,13; (C-20) 151,07; CH: (C-5) 55,62; (C-9) 50,59; (C-13) 38,28; (C-18) 48,53; (C-
19) 48,20; CH: (C-1) 38,60; (C-2) 24,07; (C-6) 18,43; (C-7) 34,43; (C-11) 21,18; (C-12)
25,34; (C-15) 27,66; (C-16) 35,79; (C-21) 30,07; (C-22) 40,20; (C-29) 109,56; CHj: (C-23)

28,08; (C-24) 16,19; (C-25) 16,68; (C-26) 16,36; (C-27) 14,72; (C-28) 18,20; (C-30) 19,50;
NOH: 8,06].
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8.7. Identificacdo do acido canarico — PR2

FM - C30H430,

PF -208-210°C

[a]® = +31,0° (c = 1,0 em CHCl5).

IV (KBr cm’l) —3665; 1708; 2924; 2855; 1638; 1459.

M/S (m/z) - 440 (31,9%, M"); 425 (20%); 467 (27%); 359 (76%); 203 (59%); 189 (62%);
181 (36%); 107 (100%).

RMN 'H §ppm - 1,94 (d, 10,5); 1,41 (m); 1,68 (m); 1,40 (m); 2,37 (m); 1,62(m); 2,33 (m);
2,20 (m); 2,35 (m); 1,35 (m); 1,65 (m); 1,48-1,35 (m); 1,24 (m); 1,30 (m); 1,05 (m); 1,70 (m);
1,05 (m); 1,70 (m); 1,40 (m); 1,50 (m); 1,35 (m); 1,90 (m); 1,20 (m); 1,38 (m); 4,66 (s); 4,85
(s); 4,58 (s); 4,70 (s); 1,73 (s); 0,85 (s); 1,08 (s); 0,97 (s); 0,80 (s); 1,70 (s).

RMN C §ppm — [C: (C-3) 181,00; (C-4) 149,18; (C-8) 42,13; (C-10) 40,79; (C-14) 44,83;
(C-17) 44,59; (C-20) 152,42; CH: (C-5) 51,97; (C-9) 42,32; (C-13) 39,70; (C-18) 49,82; (C-
19) 49,56; CH,: (C-1) 35,48; (C-2) 29,77; (C-6) 26,27; (C-7) 34,34; (C-11) 23,06; (C-12)
26,61; (C-15) 29,05; (C-16) 37,07; (C-21) 31,40; (C-22) 41,56; (C-24) 114,99; (C-29) 111,06;
CHa: (C-23) 21,69; (C-25) 24,81; (C-26) 17,56; (C-27) 16,06; (C-28) 19,59; (C-30) 20,88].
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8.8. Identificacdo da mistura lupenona/germanicona — PR3

FM - C30H480 € C30H460
PF - 95-97°C
IV (KBr cm’l) —2922; 2856; 1705; 1381; 1459.

M/S (m/z) - 440 (31,9%, M"); 425 (20%); 467 (27%); 359 (76%); 203 (59%); 189 (62%);
181 (36%); 107 (100%).

RMN “C Sppm - [lupenona: (C-1) 39,8; (C-2) 33,8; (C-3) 218,3; (C-4) 47.,5; (C-5) 55.2;
(C-6) 19,9; (C-7) 34,4; (C-8) 41,0; (C-9) 50,0; (C-10) 37,1; (C-11) 21,7; (C-12) 25.4; (C-13)
38,4; (C-14) 43,2; (C-15) 27,7; (C-16) 35,7; (C-17) 43,1; (C-18) 48,5; (C-19) 48,2; (C-20)
151,1; (C-21) 30,1; (C-22) 40,2; (C-23) 26,9; (C-24) 21,2; (C-25) 16,2; (C-26) 16,0; (C-27)
14,7; (C-28) 18,2; (C-29) 109,2; (C-30) 19,5; germanicona: (C-1) 39,9; (C-2) 34,0; (C-3)
217.,8; (C-4) 47,2; (C-5) 55,0; (C-6) 19,7; (C-7) 34,0; (C-8) 40,7; (C-9) 50,6; (C-10) 37,0; (C-
11) 21,7; (C-12) 26,3; (C-13) 38,6; (C-14) 43,4; (C-15) 27,6; (C-16) 37,7; (C-17) 34,4; (C-18)
142,6; (C-19) 130,0; (C-20) 32,4; (C-21) 33.4; (C-22) 37,4; (C-23) 26,9; (C-24) 21,0; (C-25)
16,0; (C-26) 16,0; (C-27) 14,5; (C-28) 25,3; (C-29) 31,3; (C-30) 29,2]
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8.9. Identificacdo de quercetina/canferol — PR4

R = OH (predominante = Quercetina)
R = H (muito pequena % = Canferol)

FM - Ci5H007 e C;5H;00¢
PF - 287-291°C
IV (KBr cm'l) —3434; 1653; 1614; 1260; 1205.

RMN 'H 8ppm - 6,26 (d,J = 1,9 Hz); 6,52 (d, J = 1,9 Hz); 7,82 (d, J = 2,0 Hz); 6,99 (d, J =
8,5 Hz); 7,69 (dd, J = 8,5 ¢ 2,0 Hz); 12,16 (s); 12,16 (OH-5).

RMN *C §ppm - [C: (C-2) 147,06; (C-3) 136,85; (C-4) 176,67; (C-5) 162,44; (C-7) 165,11;
(C-9) 157,90; (C-10) 104,25; (C-17) 123,89; (C-37) 145,94; (C-4’) 148,46; CH: (C-6) 99,27,
(C-8) 94,57; (C-2°) 115,88; (C-57) 116,33; (C-6’) 121,57].
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8.10. Identificagdo de acacetina — PRS

FM - C¢H;,O5
PF - 264-265°C
IV (KBr em) - 3425; 1655; 1618.

RMN 'H 8ppm - 6,95 (s); 6,77 (d, J = 1,9 Hz); 6,83 (d, ] = 1,9 Hz); 7,95 (d, J = 8,9 Hz);
7,09 (d, J = 8,9 Hz); 3,75 (s); 13,71 (s); 13,71 (OH-5).

RMN "*C §ppm - [C: (C-2) 164,37; (C-4) 183,09; (C-5) 163,56; (C-7) 166,37; (C-9) 158,90;
(C-10) 105,42; (C-1’) 124,30; (C-4’) 163,31; CH: (C-3) 104,98; (C-6) 100,46; (C-8) 95,29;
(C-2°/67) 128,92; (C-3°/5’) 115,25; MeO-4: 55,88].
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8.11. Identificacdo de 3-(4-metoxifenila) acrilato de 2(FE)-2-metoxifenila-

5-(5-hidroxi-3,7-dimetoxi-4-0x0-4H-cromen-2-ila) — PR6

FM - Cy3H2409

PF - 101-103°C

IV (KBr em™) — 3429; 2925; 2844; 1738; 1656; 1635.

M/S (m/z) - 504 (M"); 328 (44%); 299 (86%); 166 (49%); 134 (100%).

RMN 'H 8ppm - 6,39 (d, J = 4,0 Hz); 6,40 (d, J = 4,0 Hz); 6,94 (d, J = 4,0 Hz); 6,55 (d, J =
9,0 Hz); 7,65 (d, J = 9,0 Hz); 7,61 (d, J = 9,0 Hz); 7,09 (d, J = 9,0 Hz); 7,89 (d, J = 15,5 Hz);
7,45 (d, J = 15,5 Hz); 4,04 (s); 3,88 (s); 3,88 (5); 3,99 (s); 13,68 (s); 13,68 (OH-5).

RMN *C §ppm - [C: (C-2) 162,11; (C-3) 157,92; (C-4) 192,80; (C-5) 163,56; (C-7) 165,00;
(C-9) 153,04; (C-10) 110,94; (C-17) 115,27; (C-37) 127,67; (C-4) 155,24; (C-1"") 126,31; (C-
4°7) 162,97; (C-9°*) 165,00; CH: (C-6) 98,43; (C-8) 92,64; (C-2°) 114,71; (C-5’) 106,56; (C-
6’) 126,31; (C-2"°/6"") 130,64; (C-3"°/5"") 114,71; (C-7) 144,74; (C-8°") 117,92; (MeO-3)
61,00, (MeO-4") 55,66; (MeO-4") 55,66; (MeO-7) 56,27].
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8.12. Identificacdo de acido p-cumarico — PR7

FM - CoH303

M/S (m/z) - 164 (100%, M"); 147 (46%); 119 (28%).

RMN 'H 8ppm - 7,42 (d, J = 8,5 Hz); 6,79 (d, J = 8,5 Hz); 7,56 (d, J = 15,8 Hz); 6,28 (d, J
= 15,8 Hz).

RMN *C §ppm - [C: (C-1) 127,58; (C-4) 161,11; (C-9) 171,85; CH: (C-2, 6) 131,09; (C-3,
5) 116,93; (C-7) 146,64; (C-8) 116,64].
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8.13. Identifica¢do de acido (E)-3-(3,4-dihidroxifenila) propendico — PR8

HO \
OH

HO

FM — CoH;sO4
RMN 'H Sppm - 6,98; 6,74; 6,89; 7,58 (d, 13,9 Hz); 6,27 (d, 13,9 Hz).

RMN “C 8ppm - [C: (C-1) 127,82; (C-3) 146,85; (C-4) 149,71; (C-9) 168,73; CH: (C-2)
115,55; (C-5) 116,61; (C-6) 123,22; (C-7) 147,14; (C-8) 115,01].
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8.14. Identifica¢do da mistura do acido (E)-3-(4-hidroxifenila) propendico,
acido 3-fenilpropandico e acido 3-(4-hidroxifenila) propandico —

PRY

3 3

Acido (E)-3-(4-hidroxifenila) propendico Acido 3-fenilpropandico Acido 3—(4—hi(iroxifenila) propandico
A B C

FM - CoHgO3; CoHgO,; CoHgO3

RMN 'H Sppm - {A}: 7,45 (d, 8.5 Hz); 6,82 (d, 8,5 Hz); 7,58 (d, 15,7 Hz); 6,82 (d, 15,7
Hz); {B}: 7,23(d, 7,2 Hz); 7,27 (t, 7,2 Hz); 7,18 (t, 7,2 HZ); 2,92 (t, 7,7 Hz); 2,59 (t, 7,7 Hz);
{C}: 6,71 (d, 8,5 Hz); 7,04 (d, 8,5 Hz); 2,82 (t); 2,53 (t).

RMN “C 8ppm - [{A} C: (C-1) 127,55; (C-4) 161,07; (C-9) 168,00; CH: (C-2/6) 131,97;
(C-3/5) 116,92; (C-7) 146,05; (C-8) 116,32; [{B} C: (C-1) 142,50; CH: (C-2/6) 129,41; (C-
3/5) 129,55; (C-4) 127,23; CH,: (C-7) 32,41; (C-8) 37,57; {C} C: (C-1) 142,50; (C-4) 163,55;
CH: (C-2/6) 132,87; (C-3/5) 115,34; CH2: (C-7) 31,61; (C-8) 37,86].
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ACIDO CANARICO (34-SECO DERIVADO DO LUPANO) EM PROPOLIS DO CEARA
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dos Goytacazes — BJ, Brasil

Recebido em 237406; aceito em 6906; publicads na web em 267307

CAMARIC ACID (3 4-SECO-LUPANE DERIVATIVE) [S50LATED FROM PROPOLIS OF CEARA. Phytochemical investigation
of a propolis sample from Alto Santo - Ceard. Brazil, alowed identification of triterpenss (lupeol, lupenone, gemmanicone, canaric
acidy and Mavonoids (querceting kaempfercl and acacetin}, which were identified by spectroscopic daw (IR, M35, and MME. including
20 technigques). This is the frst repont of canaric acid in propoliz. Propolis extract and favonoids showed snticeidant activity using
a DPPH radical scavenging assay.

Eeywords: propolis: Mavonoids; canaric acid



172

Journal of Essential Oil Research

June 15, 2007

Prof. Telma L.G. Lemos

Departamento de Quimica e Inorganica
Universidade Federal do Ceara

12200 Fortaleze-Ceara

60451-790, Brazili

Re: Manuscript RN-2542, Constituents of the Essential oil of Brazilian green Propolis from Brazil.

Official acceptance date: June 2007
Your edited manuscript has been received and accepted for publication in the Journal of Essential
Qil Research. Articles are published as soon as scheduling allows. Note: Due to a huge backlog of

papers, we can no longer promise only a 1 year lag between acceptance and publication.

It is important that we have your current mailing address, telephone and FAX numbers (with
country and city codes), and current e-mail address. Galley proofs of the manuscript will be
sent via e-mail prior to publication, so we must have your email address.

Best regards,

Meg Ludwig
Assistant Editor

*When corresponding, please reference this number.

Allured Publishing Corporation, 336 Gundersen Drive, Carol Stream, IL. 60188 USA
Telephone 630-653-2155 * Fax 630-653-2192 ¢ e-mail: jeor@allured.com



173

Constituents of the Essential Oil of Brazilian green Propolis from

Brazil
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Abstract
The essential oil from the green propolis from Minas Gerais, Brazil obtained by
hydrodistillation process, was analyzed by GC-FID and GC/MS. Seventeen
compounds were characterized representing 91.0% of compounds presents in the
oil. The major components presents were the sesquiterpenes [B-caryophyllene

(13.4%), (E)-nerolidol (17.1) and selina-3,7(11) diene (10.4%).
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Propolis, essential oil composition, (E)-nerolidol, B-caryophyllene, selina-3,7(11)-

diene



