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CHEMICAL STUDY OF A SAMPLE OF GREEN PROPOLIS FROM PASSA QUATRO, MINAS GERAIS-BRAZIL. The
phytochemical investigation of a sample of propolis from Passa Quatro—Minas Gerais State, Brazil, where nine constituents were

isolated: a mixture of o~ and B-amyrin, lupeol, a mixture of flavonols ramnocitrin and eupalitin, acacetin, 3-prenyl-4-hydroxycinnamic

acid, 3,5-diprenyl-4-hydroxycinnamic acid the new compound, the (E)-3-[4-(3-phenylpropanoiloxy)]-3,5-diprenil-cinnamic acid. The
structures of the isolated compounds were characterized by 1D- and 2D-NMR experiments, MS and IR spectrometry, and comparison

with data described in the literature.
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INTRODUCAO

O termo propolis significa defesa da cidade ou da colmeia (pro
“em defesa de” e polis “cidade”).? As abelhas, de fato, usam esta
substdncia para protegé-las contra insetos e micro-organismos
empregando-a em finas camadas nas paredes internas das colmeias,
para vedar aberturas e rachaduras, reparar e fortalecer os favos de
mel, no preparo de locais assépticos para a postura da abelha rainha
e na mumificag@o de insetos invasores.

A prépolis € conhecida e utilizada pelo homem desde os tempos
mais remotos; os sacerdotes do antigo Egito a utilizavam frequente-
mente como substancia medicinal e como parte integrante dos un-
guentos e cremes para embalsamar; persas, romanos e incas também
fizeram uso da prépolis para tratamento de infec¢des.* Dependendo
da flora de origem e da idade, sua colorag@o varia do marrom escuro,
passando a uma tonalidade esverdeada até o marrom avermelhado e
seu odor € varidvel de uma amostra para outra.'?

Particularmente, sob a forma de extratos hidroetandlicos, a pré-
polis vem se destacando tanto pelas suas propriedades terapéuticas,
tais como atividades antimicrobiana, anti-inflamatoria, cicatrizante,
anestésica, anticancerigena e fotoprotetora,® quanto pela possibilidade
de aplicacio em industrias farmacéutica e alimenticia, na forma de
alimentos funcionais.”®

A prépolis verde, produzida em Minas Gerais principalmente a
partir de Baccharis dracunculifolia DC (Asteraceae), tem sido rela-
tada na literatura como potencializadora da resposta imunoldgica,’
como anti-inflamatéria,'®!" inibidora do crescimento tumoral'' e
hepatoprotetora.'> Seu constituinte majoritario € o dcido 3,5-diprenil-
4-hidroxicindmico (artepilina),'’ sendo também fonte de outros
derivados prenilados do 4cido p-cumdrico, e de grande quantidade
de flavonoides, muitos dos quais ndo estéio presentes na prépolis da
Europa, América do Norte e Asia.” Amostras de prépolis de outras
regides do Brasil também tém sido estudadas quanto a sua constituicio
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quimica e a influéncia da sazonalidade em atividades bioldgicas e na
composi¢do fendlica.'

Este trabalho focalizou uma reinvestigacdo fitoquimica de uma
amostra de prépolis verde, obtida na cidade de Passa Quatro (Mi-
nas Gerais). Do extrato etandlico foram isolados e caracterizados
a mistura de o~ e B-amirinas (1a e 1b), o lupeol (2), a mistura dos
flavonois ramnocitrina (3a) e eupalitina (3b), acacetina (4) e os dcidos
3-prenil-4-hidroxicindmico (5), artepilina (6) e a nova substancia
caracterizada como o dcido (E)-3-[4-(3-fenilpropanoiloxi)]-3,5-
diprenil-cindmico (7).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A mistura dos triterpenos 1a e 1b, bem como a substancia 2,
foram identificadas através da andlise dos espectros no IV, RMN de
"He 1*C e comparac¢do com dados da literatura.'

O espectro no IV da substancia 3 apresentou bandas compativeis
com a presenca de hidroxila fendlica e carbonila conjugada. Os dados
dos espectros de RMN de *C ({'H} e DEPT) de 3 foram usados para
caracterizagdo de sistema flavonoidico e para reconhecer a presenga de
uma mistura bindria (3a e 3b) através da duplicidade de alguns sinais.
Observaram-se também sinais indicativos de carbonos carbonilicos
(8. 177,87 e 177,61) com ligagao de hidrogénio e em & 61,14 indi-
cativo de metoxila localizada em posi¢do estericamente impedida. O
espectro de RMN de 'H revelou sinais de hidrogénios aromaticos em
8H 8,16 (d,J=8,5Hz)e 7,04 (d, J = 8,5 Hz), sugerindo a presenca de
um sistema do tipo AA'BB” de anel aromdtico para-dissubstituido,
e simpletos em & 6,50, 8 6,40 e & 6,19. Sinais simples em & 3,87
(3H) e 3,85 (6H) foram atribuidos a hidrogénios de trés grupamentos
metoxilicos. Estas deducdes, a comparacido com dados descritos na
literatura'>'® e a anélise dos espectros 2D HMQC e HMBC permitiram
identificar os componentes da mistura 3 como ramnocitrina (3a) e
eupalitina (3b). Assim, 3 foi caracterizada como uma mistura de 3a
e 3b, flavondis ja isolados de Trichogonia menthaefolia e Mikania
micrantha.">'® As percentagens aproximadas dos dois componentes
da mistura foram deduzidas como sendo 34,5% de 3a e 65,5% de
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3b, através das integra¢des dos sinais correspondentes aos dtomos
de hidrogénio aromdtico H-8 presentes no espectro de RMN de 'H.

Os dados espectrais das substancias 4, 5 e 6, principalmente RMN
de 'He *C ({'H} e DEPT) 1D e 2D ('"H-'H-COSY, HMQC e HMBC)
e massas, e comparacao com valores descritos na literatura foram
utilizados para identificar 4 como a flavona acacetina,'” 5 como dcido
3-prenil-4-hidroxicindmico**!" e 6 como 4cido (E)-3,5-diprenil-4-
hidroxicindmico, conhecido também pelo o nome comum artepilina.''®

O composto 7 apresentou-se como liquido viscoso. O espectro no
IV evidenciou bandas compativeis com hidroxila (v 3442 cm™),com
esqueleto aromdtico (v, 1594 cm™) e com a presenca de carbonilas
de 4cido o.,B-insaturado (v, 1693 cm™) e de éster (v, 1700 cm™).
O espectro de massas de alta resolucdo de 7, registrado no modo
negativo, revelou pico correspondente ao fon guasi molecular em
m/z431,2202 ([M-H"], calculado: m/z 431,2222) e permitiu deduzir
a sua féormula molecular como C,;H,,0,. Seu espectro de RMN de
13C apresentou quatorze sinais que foram atribuidos a vinte dtomos
de carbono insaturados entre SC 114,24 a 179,17 (Tabela 1), sete a
mais que a substancia 6.

Os espectros de RMN de “C ({'H} e DEPT) apresentaram,
além de sinais relativos aos carbonos do anel aromatico, dois sinais
na regido de carbonos carbonilicos (§.173,05 e 179,17), trés sinais
atribuidos a quatro carbonos metilénicos sp*: 8. 30,81 (C-7), 35,82
(C-87) e 29,66 (C-1’/ C-1"")] e dois representando quatro carbonos
metilicos: . 18,09 (C-4°/ C-4") e §. 26,05 (C-5°/ C-5”)], caracterfs-
ticos de duas unidades prenilicas. Os dados de RMN de *C sugeriram
também a existéncia de dois anéis aromdticos devido aos sinais em
3. 140,41 (C-1"), 128,28 (C-2"/C-6""), 128,79 (C-3°/C-5"7),
127,31 (C-4’"), 131,29 (C-1), 126,56 (C-2/C-6), 130,18 (C-3/C-5)
e 155,65 (C-4). Em adicdo, a presenca de carbonos de uma ligagdo
dupla dissubstituida em & 147,71 (CH-7) e & 114,24 (CH-8) e uma
carbonila de 4cido carboxilico em & 173,05 (C-9) apontou para uma
estrutura que teria o d4cido cinamico como nucleo central, de maneira
semelhante as substincias 5 e 6. Sinais caracteristicos de unidade
prenila, como jd descritas anteriormente, foram também observadas,
indicando semelhanga estrutural entre as trés substancias; entretanto,
observou-se em 7 a presenga de um carbono aromatico oxigenado
em SC 155,65, provavelmente esterificado, hipdtese fortemente
apoiada pelo sinal em & 179,17 (C-9’) compativel com carbonila
de éster, apontando que 7 teria alguma semelhanga estrutural com
a baccharina [4cido 3-prenil-4-(2,3-di-hidrocinamoil) cindmico], ja
isolada da prépolis verde.® A andlise do espectro de RMN de 'H
de 7 corroborou com as dedugdes discutidas, indicando, além dos
sinais referentes as unidades diprenilicas da molécula, a presencga de
hidrogénios aromadticos através dos sinais entre SH 7,20-7,25 (3H, m)
e 87,32 (2H, t,J = 7,3 Hz). Estes sinais e a presenca de dois tripletos
referentes a hidrogénios de carbonos metilénicos em & 2,99 (t, J =
7,2 Hz,2H) e 82,72 (t, J = 7,2 Hz, 2H) permitiram caracterizar uma
unidade 3- fenilpropanoiloxi (Figura 1).

A comparacdo dos dados de RMN de 'He “C de 7 e 6 ¢ os
espectros 2D HSQC ('J,,,) e HMBC (*J,, n=2 e 3) de 7 (Tabela 1)
revelaram estar em plena concordancia com todas estas dedugdes,
sendo o HMBC usado também para assegurar a localizagdo dos
substituintes nos anéis aromaticos. As correlagdes a trés ligagdes
(J) entre os hidrogénios 2H-1°/2H-1” (3,, 3,37) com os carbonos
CH-2/CH-6 (8. 126,56) e C-4 (8. 155,65) e H-7 (5, 7,71) do sistema
o, B-insaturado com CH-2/CH-6 (8, 126,56) asseguraram o padrio de
substituicdo do anel aromdtico presente no sistema (E)-cinamico (J
= 15,8 Hz) contendo dtomo de oxigénio no carbono em C-4 (Tabela
1). Outras interagdes heteronucleares a longa distancia (", n=2 e
3) observadas no HMBC encontram-se registradas na Tabela 1, in-
clusive aquelas envolvendo a unidade 3-fenilpropanoiloxi da funcio
éster. Estas informagdes permitiram caracterizar o composto 7 como
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Figura 1. Constituintes 5, 6 e 7 isolados de Propolis Verde de Passa Quatro,
Minas Gerais- Brasil

acido (E)-3-[4-(3-fenilpropanoiloxi)]-3,5-diprenil-cindmico que, no
melhor de nosso conhecimento, esta sendo descrito pela primeira vez.

PARTE EXPERIMENTAL
Procedimentos experimentais gerais

Os espectros de absorcdo na regifio do infravermelho (IV) foram
obtidos em espectrometro Perkin Elmer, modelo FT-IR Spectrum
1000, usando-se pastilhas de KBr. Os espectros RMN de 'H e *C
foram registrados em espectrometro de Bruker, modelo DRX-500,
operando na frequéncia de 125 MHz para '*C e 500 MHz para 'H,
usando-se CDCI, e CD,0OD como solventes. Como padréo interno
para referéncia de deslocamento quimico, 3, foi usado o tetrametilsi-
lano. Os espectros de massa de baixa e alta resolug¢ao foram obtidos,
respectivamente, em espectrometros Shimadzu QP505A operando em
70 eV e Shimadzu LCMS-TOF (225-07100-34) equipado com fonte
de ionizagao de electronspray.

Nas andlises cromatogréficas de adsorcdo e exclusdo molecular
em colunas foram utilizados gel de silica (230-400 e 70-230 mesh)
da Vetec ou Aldrich, e Sephadex LH-20 como fases estaciondrias,
respectivamente. O comprimento e o didmetro das colunas foram es-
tabelecidos com base nas quantidades das amostras. Na cromatografia
em camada delgada (CCD) foram usadas cromatoplacas de gel de
silica 60 PF__, (Sorbent) e como reveladores foram usados vapores

254
de iodo e/ou vanilina.

Coleta de material

A amostra de prépolis verde utilizada foi produzida pela espécie
Apis mellifera, cedida pela pesquisadora Dra. C. A. Dorneles, coletada
na cidade de Passa Quatro, Minas Gerais, Brasil em outubro de 2005,
e mantida sob refrigerag¢@o a aproximadamente 4 °C.

Extracio e isolamento dos constituintes

Uma amostra de 5 kg de prépolis verde, fragmentada em pequenas
porg¢des, foi extraida exaustivamente com etanol e, apds evaporagao
do solvente a vicuo, forneceu o extrato etandlico (1,2 kg). Esse ex-
trato foi solubilizado em etanol (300 mL) e particionado com éter de
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Tabela 1. Dados de RMN de 'H (500 MHz) e de RMN de *C (125 MHz) do composto 7 em comparagio com dados de RMN do composto 6

7 6
HSQC HMBC HSQC
6C 6H 2JCH 3JCH 5C 61—1
C
1 131,29 - H-2/H-6 H-8 126,60 -
35 130,18 - H-2/H-6; 127,90 -
H-1"/H-1""
4 155,65 - H-2/H-6; H-1"/H-1" 155,64 -
9 173,05 - H-8 H-7 171,87 -
1 140,41 - H-7" H-3""/H-5""; H-8" - -
33" 13533 - H-4'/H-4"; H-1"/H-1" 135,37 -
H-5'/H-5"
9 179,17 - H-8" H-7” - -
CH
2,6 126,56 7,25-7,20 (m) H-7; H-1'/H-1" 128,60 7,22 (s)
7 147,71 7,72 (d, 15.8) H-2/H-6 147,59 7,70 (d, 15.,8)
8 114,24 6,30 (d, 15.8) 114,12 6,30 (d, 15.,8)
227 121,50 533 (1, 6,6) H-1"/H-17 H-4’/H-4”; H-5"/H-5" 121,52 5,33 (1)
27,67 128,28 7,25-7,20 (m) H-3""/H-5" H-7 - -
37,57 128,79 732 (t,7,3) - -
47 127,31 7,25-7,20 (m) - -
CH,
U1 29,66 337(1,7.2) H-2/H-6 29,70 337(1,6,3)
7 30,81 2,99 (t,7.2) H-8" H-2"/H-6" - -
8™ 35,82 2,72 (t,7.2) H-7" - -
CH,
447 18,09 1,79 (sl) H-2'/H-2"; 18,17 1,78 (sl)
H-5°/H-5"
5,5" 26,05 1,81 (s]) H-2'/H-2"; 25,03 1,79 (sl
H-4'/H-4"

*Deslocamentos quimicos em & (ppm), constantes de acoplamento (J em Hz) de 7 e comparacdo com os de 6.

petrdleo, seguido de éter etilico, fornecendo, respectivamente, extratos
denominados PEP (330 g) e PEE (457 g). PEE (120 g) foi submetido
aum fracionamento em gel de silica sob pressao reduzida utilizando
200 mL de cada eluente (hexano, cloroférmio, acetato de etila e
metanol), fornecendo os extratos PEH (3 g), PEC (65 g), PEA (31 g)
e PEM (8 g), respectivamente. A fragdo PEH foi submetida a suces-
sivas colunas cromatograficas em gel de silica, tendo como eluentes
misturas bindarias de hexano e acetato de etila em ordem crescente de
polaridade, que levaram ao isolamento de o- e -amirinas (1a e 1b,
26 mg), de lupeol (2, 19 mg), de 4cido 3-prenil-4-hidroxicinamico (5,
23 mg), de 4cido 3,5-diprenil-4-hidroxicindmico (6, 8 mg) e de 4cido
(E)-3-[4-(3-fenilpropanoiloxi)]-3,5-diprenil-cindmico (7, 30 mg).

Extracao e isolamento dos flavonoides

Uma aliquota da fracdo PEC (3,0 g) foi dissolvida em uma
solugdo de NaHCO, 5% e posteriormente extraida com acetato de
etila. A fracdo aquosa contendo os sais dos compostos fendlicos foi
acidificada com HCI concentrado até pH 4. Em seguida, a solugdo
foi extraida com acetato de etila e a fase orgdnica concentrada sob
pressdo reduzida, fornecendo a fracdo PCC-F (2,1 g) contendo os
compostos fendlicos. Essa fracio foi submetida a sucessivas colunas

de exclusido com Sephadex LH-20 usando-se metanol como eluente,
e forneceu uma mistura de flavondis [ramnocitrina (3a) e eupalitina
(3b), 16 mg] e a acacetina (4, 23 mg).

MATERIAL SUPLEMENTAR

Os espectros no IV, de RMN e massas estao disponiveis em http://
quimicanova.sbq.org.br, em arquivo PDF, com acesso livre.
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