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CANARIC ACID (3,4-SECO-LUPANE DERIVATIVE) ISOLATED FROM PROPOLIS OF CEARA. Phytochemical investigation
of a propolis sample from Alto Santo - Ceard, Brazil, allowed identification of triterpenes (lupeol, lupenone, germanicone, canaric
acid) and flavonoids (quercetin, kaempferol and acacetin), which were identified by spectroscopic data (IR, MS, and NMR, including
2D techniques). This is the first report of canaric acid in propolis. Propolis extract and flavonoids showed antioxidant activity using

a DPPH radical scavenging assay.
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INTRODUCAO

A palavra prépolis, de origem grega, significa guardar a cidade'.
O material conhecido como prépolis contém um conjunto de subs-
tancias naturais armazenadas em produtos resinosos e balsamicos.
Tais substancias sdo colhidas diretamente de diferentes partes e
exsudados de plantas, que sdo acrescidas pelas produzidas através
das secregdes salivares das abelhas, cera e pdlen para formacao do
produto final>. Assim, a prépolis se apresenta fregiientemente como
resinas constituidas por misturas complexas de substincias naturais
produzidas biogeneticamente pelas plantas e pelas abelhas, com a
fungdo de selar as colméias e proteger contra predadores.

Diversas atividades bioldgicas comprovadas ja foram relatadas
para prépolis em diferentes regides do planeta, tais como antiviral,
antiinflamatdria, antioxidante, anticancerigena. Tais resultados
comprovam a consagragdo do uso popular e justificam o seu con-
sumo no mundo inteiro como auxiliar no tratamento das mais di-
versas doencas, entre as quais problemas cardiacos, diabetes, can-
cer e processos inflamatérios®.

A composic¢do quimica da prépolis estd diretamente relacionada
com o tipo de vegetacdo da regido onde € bioproduzida. Portanto, as
substancias naturais presentes se encontram diretamente relacionadas
com a regido de coleta da prépolis, podendo conter mais de uma deze-
na de substancias com diversas fungdes adicionais ainda desconheci-
das pelo homem®*?.

Virias classes de substincias naturais ja foram isoladas e
identificadas em prépolis brasileira, destacando-se flavondides®,
flavanonas preniladas’, benzopirano®, benzofenona’, éster do 4cido
caféico', triterpendides (cicloartano'!, alcanoatos de lupeol', dci-
do moronico® e 3f-acetato de bauerenol'*), derivados dos dcidos
cindmico e benzdico® e epdxidos de naftoquinonas'e.

Tais informagdes serviram como estimulo adicional para enfren-
tarmos o desafio investigativo da composi¢do quimica da prépolis do
Ceard, ja que contribui significativamente para a aquisi¢do de conhe-
cimento adicional da flora visitada pelas abelhas e para comparagio
fitoquimica. A amostra de prépolis utilizada para investigacdo foi co-
letada no Municipio de Alto Santo-Ceard, regido onde a vegetacio
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predominante € a “caatinga”. Assim, do extrato etandlico foram isola-
dos e caracterizados os triterpenos conhecidos por 4dcido candrico (dcido
3,4-seco derivado do lupano (1), lupeol (2), lupenona (3) e germanicona
(4) e os flavondides quercetina (5), canferol (6) e acacetina (7). O
acido canarico (1) foi isolado anteriormente da resina de Canarium
muelleri” e, mais recentemente, de Rugea jasminoides', sendo este o
primeiro registro desta substincia em propolis.

PARTE EXPERIMENTAL
Procedimentos experimentais gerais

Nas andlises cromatograficas de adsor¢do em coluna foi utili-
zada gel de silica. O comprimento e o didmetro das colunas foram
estabelecidos com base nas quantidades das amostras e de gel de
silica utilizadas. Nas cromatografias de camada delgada (CCD)
foram usadas cromatoplacas de silica gel GF,,,. Os espectros de
absor¢do na regifo do infravermelho (IV) foram obtidos em espec-
trometro Perkin Elmer, modelo FT-IR Spectrum 1000, usando-se
pastilhas de KBr. Os espectros de RMN'H e *C foram registrados
em espectrometro modelo Avance DRX-500, usando-se CDCl,
como solvente e TMS como padrdo interno. O espectro de massa
foi obtido em espectrometro Shimadzu QP5050A, operando em
70 eV. As leituras de Ultra-violeta foram feitas em equipamento
modelo U-2000, Hitachi.

Coleta da amostra

A amostra de propolis usada para estudo foi produzida pela
espécie Apis mellifera, coletada no municipio de Alto Santo - Cea-
rd, Brasil, e mantida sob refrigeragio.

Extracao e isolamento

A amostra de prépolis (750 g) foi extraida exaustivamente com
EtOH. O residuo obtido apds a destilagdo do solvente (EBEP, 170 g)
foi cromatogratado em coluna (CC) filtrante de gel de silica, sendo
utilizados como eluentes, solventes em ordem crescente de polari-
dade: hexano, CHCI,, AcOEt e metanol. A fragdo CHCI, foi subme-
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tida a sucessivas CC em gel de silica, tendo como eluentes misturas
bindrias de Hex:AcOEt em ordem crescente de polaridade. A analise
das fragdes através de CCD permitiu reuni-las em grupos fragdes e o
isolamento subseqiente de 1 (45 mg), lupeol 2 (500 mg), lupenona 3
(45 mg) e germanicona 4 (30 mg). Cromatografias sucessivas da
fragdo AcOEt, com mistura binaria Hex:AcOEt em ordem crescente
de polaridade, possibilitaram o isolamento de quercetina 5 (120 mg),
canferol 6 (120 mg) e acacetina 7 (60 mg) (Figura 1).

N 5R=0H
A 6RrR=H

Figura 1. Substdncias de 1-7 isoladas de amostra de propolis de Alto Santo
— Ceard

Atividade antioxidante pelo método de seqiiestro de radical
DPPH

Para avaliacdo da atividade antioxidante foi utilizado o método
de seqiestro de radical DPPH e comparacdo com padrdes positi-
vos, usando a metodologia proposta por Hegazy e El-Hady'®. Amos-
tras do extrato etandlico de prépolis (Extpr) e das substincias 1-7
nas concentracdes de 1,00; 0,05 e 0,025 g/L, foram dissolvidas em
1,0 mL de etanol e adicionadas a uma solu¢@o etandlica de DPPH
(1,0 mL), na concentrag@o de 60 uM. Foram realizadas medidas de
absorbancia na faixa de 520 nm em espectrofotometro de UV, no
tempo inicial e apds 30 min. A percentagem de inibicdo foi obtida
por comparag@o da absor¢do da solugdo contendo amostra, em re-
lacdo a uma solugdo controle de DPPH sem amostra.

Os resultados mostrados na Tabela 2 representam a média arit-
mética de 3 leituras. Como padrdes positivos de referéncia utiliza-
ram-se Trolox e BHT.

Propriedades fisicas

Acido candrico (1) - sélido, p.f. 208-210 °C, o], + 31° [1,0;
CHCIS]; LV. (KBr, Vi cm) - 1641, 1703, 3487; EM-IE, 70 eV,
m/z 440. RMN "C e 'H, ver Tabela 1.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os triterpenos lupeol (2), lupenona (3), germanicona (4) e os
flavonoides quercetina (5), canferol (6) e acacetina (7) foram iden-
tificados através de métodos espectroscopicos envolvendo a com-
paracdo com dados da literatura®-*,

Acido candrico (3,4-seco derivado do lupano) em prépolis do Ceard 829

O triterpeno 1 apresentou no espectro de IV absor¢des referen-
tes a presenca de ligagdo dupla C=C (v 1641 cm) e de grupos
carboxila (v 1703 cm™) e hidroxilico (v_ 3487 cm™). O espec-
tro de massas obtido por impacto eletronico (EM-IE) revelou o
pico correspondente ao fon molecular em m/z 440, compativel com
a formula molecular C, H,O,.

A andlise comparativa dos espectros de RMN"®C{'H} e
RMN®C-DEPT 135° de 1 permitiu identificar 30 sinais (Tabela 1)
correspondentes a sete dtomos de carbono ndo hidrogenados [trés
sp”: 8., 181,00 (COOH); 152,42; 149,18; quatro sp™: 8 44,83; 44,59;
42,13 e 40,79], cinco metinicos (todos sp*: SC 51,97, 49,82; 49,56,
42,32 e 39,70), doze metilénicos [dois sp* SC 114,99 (CH,-24) e
111,06 (CH,-29); dez sp*: 5C 41,56; 37,07, 35,48; 34,34; 31,40,
29,77, 29,05; 26,61; 26,27 € 23,06] e seis metilicos (BC 24.81;21,69;
20,88; 19,59; 17,56 e 16,06) e classificar como um triterpeno
tetraciclico contendo um grupo carbonila de dcido (3. 180,00) e
duas ligagdes olefinicas terminais [(C=CH,),: SC 149,18 (C-4) e
114,99 (CH,-24); e 8 152,42 (C-20) e 111,06 (C-29)].

A andlise do espectro de RMN'H confirmou a presenga de qua-
tro dtomos de hidrogénio olefinicos em duplas terminais pelos si-
nais simples em 3, 4,66 e 4,85 (2H-24) e em J, 4,58 ¢ 4,70 (2H-
29). Os deslocamentos quimicos dos sinais simples em 3, 1,73 ¢
1,70 foram atribuidos aos dois grupos metilicos ligados a atomos
de carbono sp? (Tabela 1).

Tabela 1. Dados de RMN'H e “C de 1 [CDCL,], incluindo-se
resultados de correlagdo heteronuclear 'H-"C-COSY-'] ,, (HMQC)
e 'H-"C-COSY-"J ,, (HMBC). Deslocamentos quimicos em §_. e 3,
(ppm) e constantes de acoplamento (J, entre parénteses) em Hz

HMQC HMBC
8C 6H 2JCH 3JCH

1 3548  1,62(m) ;2,33 (m) 2H-2 3H-25

22977 220 (m); 2,35 (m) -

3 181,00 2H-2

4 149,18 3H-23

5 51,97 1,94 (d, 10,5) H-1b; 2H-24;
3H-23; 3H-25

6 2627 135 (m); 1,65 (m)

7 3434 1,48-1,35 (m) 3H-26

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

9 4232 1,41 (m) 3H-25; 3H-26

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

11 23,06 124 (m); 1,30 (m)

12 26,61 1,05 (m); 1,70 (m)

13 39,70 1,68 (m) 3H-27

14 44383 3H-27 3H-26

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

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

17 44,59 3H-28

18 49,82 1,40 (m) H-19 3H-28

19 49,56 2,37 (m) H-29a

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

21 3140 1,35 (m); 1,90 (m)

22 41,56 120 (m); 1,38 (m) 3H-28

23 114,99 4,66 (s); 4,85 (s) 3H-23

24 21,69 1,73 (s)

25 24,81 0,85 (s)

26 17,56 1,08 (s) -

27 16,06 0,97 (s) -

28 19,59 0,80 (s) -

29 111,06 4,58 (3); 4,70 (s) H-19; 3H-30

30 20,88 1,70 (s) H-19; 2H-29
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Estas dedugdes e as informagdes adicionais obtidas pela inter-
pretacéo dos espectros de massas (Figura 2) e de RMN de 'H e *C
(500 e 125 MHz, em CDCL,), (DEPT 135°) e 2D de correlagdo
homonuclear (COSY) e heteronuclear (HMQC e HMBC), envol-
vendo inclusive a comparagdo com dados da literatura'™'®, permiti-
ram caracterizar a estrutura do triterpeno acido 3,4-seco-derivado
do lupano (dcido candrico, 1) e estabelecer a atribui¢do inequivoca
dos deslocamentos quimicos dos dtomos de hidrogénio e carbono
(Tabela 1). Andlise detalhada do espectro de HMBC, mostrou cor-
relacdes entre C-5 (3, 51,97 ) com 2H-24, 3H-23, 3H-25 e H-1b, e
do C-9 (8. 42,32) com 3H-25, e 3H-26.

A estereoquimica relativa de 1 foi deduzida com base nos da-
dos de interagdo dipolar-dipolar revelada pelo espectro 2D 'H-'H-
NOESY. Nesse espectro foi observado forte efeito NOE entre os
dtomos de hidrogénio: H-9 (3, 1,41) e 3H-27 (8, 0,97) e H-5 (3,
1,94); 3H-23 (5, 1,73) e H-24a (3, 4.85); H-29a (8, 4,70) e H-19
(8, 2.37); H-5 (3, 1,94) e H-24b (3, 4.66); 3H-25 (5, 0,85) com
3H-26 (5, 1,08); 3H-26 (8, 1,08) com o H-13B; 3H-28 (5, 0,80)
com 3H-26 e H-13b; 3H-27 (3, 0,97) com H-18 (3, 1,40); 3H-30
(3, 1,70) com H-29b (3, 4.58).

Apesar de ser uma substincia descrita anteriormente em espé-
cies vegetais, este ¢ o primeiro registro deste triterpeno em propolis.
Uma proposta de fragmentagdo de 1 no espectrometro de massas
encontra-se resumida na Figura 2. Os fragmentos m/z 189 (62%) e
m/z 203 (59%), picos importantes no espectro, foram originados
por quebra das ligagdes C,-C,, /C,-C, e C,-C /C -C respecti-
vamente, de acordo com a literatura®.

Os compostos 2 e 3 apresentaram dados de RMN "*C e 'H com-
pativeis com triterpenos com esqueleto tipo lupano: &, 4.54 (dl,
1H), 4,67 (dl, 1H) e 1,68 (sl, 3H), 8. 151,00 (C) e 109,59 (CH,).
Todas estas absor¢des caracterizam o grupo isoprenila presente
nesse esqueleto. Para o composto 2 observou-se absor¢do em J_
79,08 (CH) relativa de C-3 em triterpenos 33-OH, enquanto que o
composto 3, apresentou uma carbonila em . 218,20. Os dados
apresentados sdo compativeis com lupeol e lupenona®-%,

O espectro de RMN "*C do composto 4 exibiu sinais em 0,
142,77 (C) e 130,08 (CH) indicativos de ligacdo olefinica de tri-
terpeno oleanano. Em adi¢do, um sinal em § 218,11 (C=0) e com-
paragdo com dados de RMN 'H e C, IV com aqueles registrados
na literatura permitiram caracterizar 4 como o triterpeno olean-18-
en-3-ona, conhecido como germanicona?.

Os compostos 5, 6, e 7 exibiram nos espectros de RMN BC
quinze sinais na regido de carbonos sp? compativeis com a unida-
de C,-C -C, caracteristica de flavondides. A mistura bindria cons-
tituida de 5 e 6, permitiu identificar em 5 a presenca de cinco car-
bonos ndo hidrogenados, oxigenados em (C-3, C-5, C-7, C-3’, e
C-4’), referente a carbonos contendo grupos hidroxila e apenas qua-
tro absor¢des de carbonos oxigenados em 6 (C-3, C-5, C-7, e
C-4’). Andlise detalhada dos espectros de RMN *C ¢ 'H, de 5 per-
mitiu sua identificacdo como sendo 3,5,7,3’4’-pentaidroxiflavone,
enquanto 0 composto 6 apresentou somente quatro carbonos sp>
oxigenados, sendo identificado como 3,5,7,4’-tetraidroxiflavone.
O espectro de RMN C do composto 7 apresentou trés sinais de
carbonos sp* oxigenados, dois contendo grupos hidroxila e um com
metoxila em (8 58,00) na posicdo C-4’, dedugdo corroborada atra-
vés do espectro de RMN 'H pelos sinais de hidrogénios aromaticos
de um sistema para-substituido, e possibilitaram sua identificacio
como sendo 5,7-diidroxi-4’-metoxiflavone. Comparacdo dos da-
dos espectroscépicos obtidos para os compostos 5-7 com os
registrados na literatura permitiu a identificacdo destes constituin-
tes como sendo quercetina, canferol e acacetina, respectivamente®.

O extrato etandlico de propolis (Extpr) e as substincias 1-7 fo-
ram submetidas a teste de atividade antioxidante, utilizando-se o
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Figura 2. Fragmentos propostos para justificar os picos principais observados
no espectro de massas (EM) do triterpeno 1. Reproduzida da ref. 25, com
permissdo da ACS

método de seqiiestro de radicais DPPH'®. Através dessa metodologia
foi observada atividade significativa para os flavondides quercetina
5, canferol 6 e acacetina 7, que apresentaram redugdo da formacio
de radicais na concentragdo de 1,00 mg de 70, 68 e 53% e na concen-
tracdo de 0,25 mg, inibi¢do de 70, 59 e 19%, respectivamente. Estes
dados estdo compativeis com as estruturas, verificando-se que os
flavondides com maior niimero de hidroxilas, como a quercetina e
canferol, apresentaram maior percentagem de inibi¢do. Para o dcido
candrico observou-se fraca atividade de inibicdo, com reducdo de
apenas 26% na concentragdo de 1,00 mg/mL e auséncia de atividade
para os triterpenos 2-4, cujos resultados sdo mostrados na Tabela 2.

Tabela 2. Atividade antioxidante por seqiiestro de radical DPPH
de extrato etandlico de prépolis e das substancias 1, 5-7

Concentra¢do (mg/mL)

Substancias 1,00 0,05 0,025
%

Extpr 66 50 45
1 26 25 22
5 70 70 70
6 68 60 59
7 53 29 19
BHT 100 98 97
Trolox 100 95 90
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