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Alagoas

Abstract: Chemical investigation of the ethanol extract of propolis allowed the isolation of 2'-hydroxy-
4'7-dimethoxyisoflavan (1) 2',7-dihydroxy-4'-methoxyisoflavan (2) 2',4'-dihydroxy-7-methoxyisoflavan
(3), 4',7-dihydroxy-2'-methoxyisoflavan (4) 2',4',4-trihydroxychalcone (5) and lup-20(29)-en-3-ol (6). The
structures of compounds were identified based on their spectral data and by comparison with the
literature. It was performed test to evaluate antioxidant activity by the 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
(DPPH) method of the ethanol extract and its fractions obtaining significant results similar to Vitamin C.
It was also evaluated anticholinesterase activity, observing promising results with the extract and
fractions. Being the red propolis of these activities, it can be used in the treatment of degenerative
diseases such as Alzheimer. There are already records of propolis as an antioxidant, however, the
activity of anticholinesterase is being cited for the first time.

Keywords: Red propolis; antioxidant activity; anticholinesterase activity.

Resumo

A investigacdo quimica do extrato etandlico de prépolis vermelha permitiu o isolamento de: 2’-hidroxi-
4’,7-dimetoxiisoflavana (1), 2’,7-dihidroxi-4’-metoxiisoflavana (2), 2’,4’-dihidroxi-7-metoxiisoflavana (3),
4’,7-dihidroxi-2’-metoxiisoflavana (4), 2’,4’,4-trihidroxichalcona (5) e lup-20(29)-en-3-ol (6). As
estruturas das substancias foram caracterizadas com base nos seus dados espectrais e por comparagao
com a literatura. Foi realizado o teste de atividade antioxidante pelo método do 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH) do extrato etandlico e suas fracGes, obtendo-se resultados significativos e
semelhantes ao padrao Vitamina C. Também foi avaliada atividade anticolinesterdsica, observando-se
resultados promissores com o extrato e fragGes. Sendo a prépolis vermelha possuidora destas
atividades, esta pode ser usada como auxiliar em doengas degenerativas como Alzheimer. Ja existem
registros de prépolis como agente antioxidante, entretanto, a atividade anticolinesterasica estd sendo
citada pela primeira vez.

Palavras-chave: Prépolis vermelha; atividade antioxidante; atividade anticolinesterasica.
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1. Introducdo caracteristico e também propriedades
adesivas por conta de sua forte interagdo
com 6leos e proteinas da pele.” E utilizada
pelas abelhas para manutengdo da
temperatura interna, reparo dos favos de
mel, embalsamar insetos mortos e proteger a
colmeia contra a invasdo de microrganismos.1

A prépolis, material resinoso coletado e
processado pelas abelhas a partir de
exsudatos de brotos e botdes florais de vdrias
plantas,® possui coloracdes que variam do
verde, vermelho a marrom, odor Cerca de 300 compostos foram
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identificados até o momento de diferentes
amostras de prépolis.> A composicdo quimica
da prépolis estd relacionada com a
biodiversidade da regido em que foi originada
e com a época de sua coleta e, em geral,
consistem em ceras, resinas, compostos
inorganicos, Oleos essenciais, compostos
fendlicos, acidos e ésteres alifaticos, acidos e
ésteres aromaticos, acidos graxos, chalconas,
terpenoides, esteroides, alcoois, proteinas,
vitaminas B1, B2, B6, Ce E.

Ha séculos tem sido usada empiricamente
como remédio tradicional na medicina
popular, sendo conhecido por seus beneficios
potenciais para a saude humana e por
apresentar diversas atividades bioldgicas, tais
como: citotoxica, imunomodulatdria,
antiviral, antioxidante, antitumoral,
antimicrobiana e anti-inflamatéria.>*>°

A prépolis tem sido comercializada por
industrias farmacéuticas como medicina
alternativa para prevenir doengas, tais como
diabetes, doencas cardiacas e até mesmo o
cancer.’

O Brasil é considerado um dos maiores
fornecedores de prdépolis do mundo. Os
diferentes tipos de prdpolis brasileira
aparecem relatados com base na composigdo
guimica e propriedades bioldgicas distintas
guando coletadas em regides diferentes do
pais. Em razdo da grande diversidade da flora
brasileira, as propolis identificadas no Brasil
foram classificadas de acordo com sua
origem geografica, composicdo quimica,
origem vegetal e atividades biolégicas em 12
grupos diferentes: um da Regido Sudeste,
cinco da Regido Sul e seis no Nordeste. "

Recentemente um tipo novo de prépolis
proveniente da regido Nordeste do pais foi
denominada de “prépolis vermelha” e
classificada como sendo o 1392 tipo, que
revelou composicdio quimica rica em
isoflavonoides. Sua origem botanica foi
identificada como Dalbergia ecastophyllum,
uma leguminosa proveniente da regidao do
mangue do estado de Alagoas, rica em
flavonoides. Esta espécie é relatada como
sendo proveniente de Cuba e Venezuela,
originada das plantas Clusia nemorosa e

Vo

Clusia scrobiculata, respectivamente, familia
Clusiaceae.”®

Estudos recentes mostraram que a
propolis vermelha apresentou quantidades
elevadas de isoflavonas em grupo particular
de flavonoides que apresentam inumeras
propriedades bioldgicas, dentre as quais se
destacam antiviral, antimicrobiana, anti-
inflamatoria, anticancerigena e
antiulcerativa.>®®

O presente trabalho relata o isolamento e
determinacdo estrutural dos constituintes
quimicos do extrato etandlico da prdpolis
vermelha de Alagoas, bem como a avaliacdo
da atividade antioxidante e
anticolinesterdsica do extrato e suas fragoes.

2. Metodologia

2.1. Coleta do material vegetal

O material foi coletado de uma amostra
de prdépolis vermelha na cidade de Barra de
Santo Antonio — Alagoas, durante o més de
junho de 2006, e em seguida, foi triturado e
submetido a extracdo com etanol a frio.

2.2. Obtencdao do extrato etandlico da
prépolis vermelha

A prépolis (520,0 g) foi triturada,
armazenada em reservatdrio de vidro com
tampa, acrescida de etanol 95% (Vetec®) e
mantida durante duas semanas em repouso
para extracdo. Decorrido esse tempo, o
solvente foi destilado em rotaevaporador sob
pressdao reduzida, fornecendo 100,0 g de
extrato etandlico (EEPV) com rendimento de
19,2% em relagdo ao material de partida.

2.3. Isolamento dos constituintes da
prépolis vermelha

O extrato EEPV (30,0 g) foi misturado com
silica gel e submetido a coluna filtrante sob

Rev. Virtual Quim. |Vol 10| |No. 1| |no prelo]|



LVa

vacuo, usando como eluentes: hexano,
diclorometano, acetato de etila e metanol
puros, seguindo uma ordem de polaridade
crescente. Em seguida a fracdo
diclorometano (11,5 g) foi submetida a
coluna filtrante gravitacional, usando como
eluentes: hexano, diclorometano, acetato de
etila e metanol, puros e em misturas binarias
em ordem crescente de polaridade.

A fracdo FDPV (2,9 g) foi adsorvida em gel
de silica, pulverizada em gral de porcelana e
disposta em coluna de vidro com gel de silica
empacotada com hexano. A eluicio foi
realizada com hexano, acetato de etila,
metanol e d4gua, puros ou em misturas
binarias em escala crescente de polaridade,
obtendo-se 125 fracbes. Apds andlise por
CCD, as fracbes foram reunidas, e a fracado
37-43 (7:3 Hex/AcOEt, 230,0 mg) foi
recromatografada em coluna de exclusdo
com Sephadex LH-20 usando metanol como
fase moével. Depois da analise por CCD, foram
reunidas as fragées 40-80 (150,0 mg) de
acordo com sua semelhanca, e em seguida
cromatografada em coluna “flash” usando a
solugdo bindria hexano/AcOEt 20%. A fragdo
26-46 (6,0 mg), solavel em CH,Cl,,
apresentou-se uniforme em CCD e foi
identificada como 2’-hidroxi-4’,7-
dimetoxiisoflavana (1).

A fragdo 7-33 (93,5 mg), proveniente da
fragdo 37-43 (FDPV), foi recromatografada
em coluna de gel de silica usando os
solventes: hexano, AcOEt e MeOH puros ou
em misturas bindrias de acordo com seu grau
de polaridade. Apds analise por CCD, foram
reunidas as fracdes 6-8 (9:1 Hex/AcOEt, 11,8
mg), um solido branco amorfo solivel em
CH,Cl,, identificado como lup-20(29)-en-3-ol
(6).

O residuo da prdpolis vermelha (1,1 g)
formado durante a extracdo etandlica foi
adsorvido em gel de silica, pulverizado em
gral de porcelana e disposto em coluna de
vidro com gel de silica empacotada com
hexano. Foram utilizados os solventes:
hexano, AcOEt, MeOH e agua puros, ou em
misturas bindrias em escala crescente de
polaridade, obtendo-se 162 fracGes. Apods
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andlise por CCD, as fracées semelhantes
foram reunidas, e a fragdo 69-162 (130,6 mg)
foi recromatografada em coluna de gel de
silica usando misturas binarias de hexano,
AcOEt e MeOH em grau crescente de
polaridade, e fornecendo 139 fracGes. Apds
andlise em CCD, as fragGes 29-31 (7:3
Hex/AcOEt, 5,0 mg) foram reunidas de
acordo com sua semelhanca, solivel em
CH,Cl,, e identificada como 2’,7-dihidroxi-4’-
metoxiisoflavana (2).

A fracdo FAEEPV (5,9 g) foi adsorvida em
gel de silica, pulverizada em gral de porcelana
e acondicionada em coluna de gel de silica
empacotada com hexano. Os solventes
usados como eluentes foram: hexano, AcOEt
e MeOH puros, ou combinados em mistura
bindria. Apds analise por CCD, as fracOes
semelhantes foram reunidas e a fragdo 11
(435,0 mg) foi novamente cromatografada
sob média pressdo usando uma mistura
binaria de hexano/AcOEt 40%, e fornecendo
144 fragoes. Depois de analisadas em CCD, as
fracGes 59-80 (40,0 mg) foram reunidas por
apresentarem uma mancha homogénea,
solivel em MeOH, identificada como 4’,7-
dihidroxi-2’-metoxiisoflavana (3).

As fracbGes 117-144 (6:4 Hex/AcOEt, 148,1
mg), provenientes da fracdo 11 citada acima,
foram reunidas e recromatografada em CLAE.
Para o desenvolvimento do método 20,0 mg
da amostra foi solubilizada em 1 mL de uma
mistura de solventes metanol/dgua na
proporgdo 6:4 e, em seguida, filtrada em um
sistema manual de filtros. Em seguida, 200 pL
da amostra foi injetada em coluna
semipreparativa de fase reversa ODS C18
(250 x 10,0 mm), num sistema isocratico
utilizando como fase movel metanol/dgua
6:4, fluxo de 3 mL/min e tempo de corrida de
40 min. Apds o desenvolvimento do método,
128,1 mg da amostra foi solubilizada em 6,4
mL de metanol/dgua 6:4 e filtrada
manualmente. A amostra foi reinjetada nas
mesmas condi¢cdes descritas anteriormente.
Foram coletados 6 compostos (A-F), dos
guais, o composto F-CLAE foi coletado e
concentrado sob pressao reduzida,
fornecendo 26,0 mg de um sélido vermelho
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solivel em MeOH, identificado como 2’,4’-
dihidroxi-7-metoxiisoflavana (4).

Seguindo o mesmo procedimento do
isolamento da substancia 4, o composto D-
CLAE foi coletado e concentrado sob pressdo
reduzida, fornecendo 30,0 mg de um sdlido
amarelo solivel em MeOH, identificado
como 2’,4’,4-trihidroxichalcona (5).

2.4. Dados fisicos dos metabdlitos
secundarios isolados
2’-hidroxi-4’,7-dimetoxiisoflavana (1)

Sélido rosa; p.f.: 108,2-110,7 °C; IV (cm™):
Vimax 3374; 2917; 2843; 1618; 1506; 1444;
1260; 1205; 1160; 1114; 1035; RMN de “C
(75 MHz, CDCl5) 8¢: 30,6 (CH,-4); 32,1 (CH-3);
55,6 (C-4’a e C-7a); 70,2 (CH,-2); 101,7 (CH-
3’); 102,4 (CH-8); 106,4 (CH-6); 107,5 (CH-5);
114,7 (C-1’); 120,2 (C-10); 128,5 (CH-6');
130,4 (CH-5); 154,4 (C-2’); 155,4 (C-9); 159,4
(C-7); 159,7 (C-4’); EM m/z 286, C17H1304.

2’,7-dihidroxi-4’-metoxiisoflavana (2)
Sélido rosa; IV (cm™): viay 3346; 2924; 1619;
1596; 1456; 1267; 1201; 1154; 1112; 1031;
RMN de *C (125 MHz, CDCl;) 8¢: 30,6 (CH,-4);
31,9 (CH-3); 55,6 (C-4’a); 70,1 (CH,-2); 102,4
(CH-3"); 103,4 (CH-8); 106,2 (CH-5'); 108,1
(CH-6); 114,9 (C-10); 120,1 (C-1’); 128,4 (CH-
6’); 130,6 (CH-5); 154,5 (C-2’); 155,1 (C-9);

155,4 (C-7); 159,6 (C-4); EM m/z 272,
C16H1604-
4’,7-dihidroxi-2’-metoxiisoflavana (3)

Sélido vermelho; p.f.: 130,3-136,1 °C; IV (cm’
1)1 Vinax 3394; 2921; 2818; 1596; 1453; 1283;
1203; 1159; 1109; 1027; RMN de **C (75
MHz, CD;OD) &¢: 31,5 (CH,-4); 33,2 (CH-3);
55,7 (C-2’a); 71,2 (CH,-2); 102,6 (CH-3);
103,9 (CH-8); 105,9 (CH-5); 109,1 (CH-6);
115,1 (C-10); 121,5 (C-1’); 129,0 (CH-6);
131,4 (CH-5); 156,5 (C-9); 157,3 (C-7); 157,6
(C-4"); 160,9 (C-2’); EM m/z 272, C1H160..

2’,4’-dihidroxi-7-metoxiisoflavana (4)
Sélido vermelho; p.f.: 140-143 °C; IV (cm™):
Vmax 3350; 2919; 1618; 1587; 1452; 1261;
1198; 1152; 1111; 1029; RMN de ®*C (125
MHz, CD;0D) &¢: 31,5 (CH,-4); 33,2 (CH-3);
55,8 (C-7a); 71,4 (CH,-2); 102,4 (CH-8); 103,7

Vo

(CH-3'); 107,8 (CH-5’); 108,0 (CH-6); 116,2 (C-
10); 120,1 (C-1’); 129,0 (CH-6’); 131,3 (CH-5);
156,6 (C-9); 157,4 (C-2’); 158,1 (C-4’); 160,6
(C-7); EM m/z 272, C16H1¢0a.

2’,4’ ,4-trihidroxichalcona (5) Sélido
amarelo; p.f.: 181,4-183,3 °C; IV (cm™): Vina
3284; 1629; 1513; 1226; RMN de *C (75
MHz, CD;0D) &: 104,1 (CH-3’); 109,6 (CH-5);
114,6 (C-1’); 117,1 (CH-3/5); 118,5 (CH-8);
128,0 (C-1); 131,9 (CH-2/6); 133,5 (CH-6);
145,6 (CH-7); 161,7 (C-4); 167,2 (C-2’); 167,7
(C-4’); 193,5 (C-9); EM m/z 256, C1sH1,0,.

Lup-20(29)-en-3-ol (6) Solido branco
amorfo; p.f.: 210-212 °C; IV (cm™): Vpnax 3393;
2922; 2853; 1381; RMN de C (125 MHz,
CDCls) 8¢: 14,7 (CH5-27); 15,5 (CH;5-24); 16,2
(CH;-26); 16,3 (CHs-25); 18,2 (CH;-28); 18,5
(CH,-6); 19,5 (CHs-30); 21,2 (CH,-11); 25,4
(CH,-12); 27,6 (CH»-2); 27,7 (CH,-15); 28,2
(CH5-23); 30,1 (CHs-21); 34,5 (CH,-7); 35,8
(CH,-16); 37,4 (C-10); 38,3 (C-13); 38,9 (CH-
1); 39,1 (C-4); 40,2 (CH,-22); 41,1 (C-8); 43,1
(C-14); 43,2 (C-17); 48,2 (CH-19); 48,5 (CH-
18); 50,7 (CH-9); 55,5 (CH-5); 79,2 (CH-3);
109,5 (CH,-29); 151,2 (C-20); EM m/z 426,
C3oHs500.

2.5. Teste de atividade antioxidante

O extrato etandlico da prdpolis vermelha
(EEPV) e suas fragGes (FHEEPV, FDEEPYV,
FAEEPV e FMEEPV) foram submetidos ao
teste de atividade antioxidante. A
metodologia utilizada no teste foi a do
sequestro de radicais livres, semelhante a
descrita por Hegazi e El Hady, (2002),” onde o
radical utilizado foi o DPPH (2,2-difenil-1-
picrilidrazila) na concentrag3o de 60 pmol.L™.
Amostras nas concentragdes de 0,001; 0,005;
0,01; 0,05; 0,1 e 1,0 mg/mL foram dissolvidas
em metanol e 1,0 mL de cada amostra foi
adicionada a uma solucdo metandlica de
DPPH (1,0 mL), na concentracio de 60
umol.L. Foram realizadas medidas de
absorbancia na faixa de 520 nm em
espectrofotometro de UV-VIS Cary 50 Conc
da Varian, apds 30 min. A porcentagem de
inibicio foi obtida por comparacdo da
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absor¢do da solucdo contendo amostra, em
relagdo a uma solucdo controle de DPPH sem
amostra.

Porcentagem de inibicdo = (1 — Abs. da
amostra/Abs. do DPPH) x 100

Apds o calculo, foi construido um grafico
de porcentagem de inibicdo versus a
concentragdo. Para o calculo da Cls, foi
utilizada a equac¢do da reta, substituindo o
valor de y por 50 para obtencdo da
concentracdo da amostra com capacidade de
reduzir 50% do DPPH.

O teste foi realizado em triplicata. Como
padrdes positivos de referéncia utilizaram-se
Trolox® (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcroman-2-carboxilico) e Vitamina C
(acido ascérbico), adquiridos da Sigma
Aldrich.

2.6. Ensaio para
acetilcolinesterase

inibicdo da enzima

O extrato etandlico da propolis vermelha
(EEPV) e suas fracdes (FHEEPV, FDEEPV e
FAEEPV) foram submetidos ao ensaio
colorimétrico qualitativo para inibicdo da
enzima acetilcolinesterase. Este ensaio é
baseado no procedimento descrito por
Ellman et al. (1961),"° e adaptado para CCD
por Rhee et al. (2001)."

Uma aliquota de 5 puL das amostras na
concentracdo de 10 mg/mL foram aplicados
em CCD, borrifados com uma mistura de (1:1)
de iodeto de acetilcolina (ACTI) 1 mmol/L
com o reagente de Ellman (acido 5,5'-
ditiobis-(2-nitrobenzoico) (DTNB) 1 mmol/L, e
depois com a enzima acetilcolinesterase (3
U/mL). Passados 10 min, observa-se o
surgimento de uma coloragdo amarela,
porém, onde ocorre a inibicdo da enzima,
aparece um halo branco em torno dos
“spots” onde foram aplicadas as amostras.
Como controle positivo foi utilizado uma
solucdo do padrdo sal de Eserina (2 mg/mL),
e como controle negativo foram utilizados
solventes.
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3. Resultados e Discussao

A investigacdo fitoquimica do extrato
etandlico da prépolis vermelha resultou no
isolamento e identificacdo de: 2’-hidroxi-4’,7-
dimetoxiisoflavana (1), 2’,7-dihidroxi-4’-
metoxiisoflavana (2), 2’,4'-dihidroxi-7-
metoxiisoflavana (3), 4’,7-dihidroxi-2’-
metoxiisoflavana (4), 2,4 ,4-
trihidroxichalcona (5) e lup-20(29)-en-3-ol (6)
(Figura 1). As estruturas destes metabolitos
foram elucidadas através de dados
espectroscdpicos de IV, RMN de 'H, RMN de
C (BB e DEPT 135’), COSY, HSQC e HMBC e
de massas obtidos através do CG-EM.

O espectro de massas de baixa resolucao
da substancia 1 forneceu o pico
correspondente ao ion molecular em m/z 286
Da, confirmando a férmula molecular
Ci7H1304. O espectro de RMN de 3c-BB
apresentou sinais correspondentes a seis
carbonos n3o hidrogenados [todos sp?
inclusive quatro oxigenados em & 154,5 (C-
2’), 155,4 (C-9), 159,4 (C-7) e 159,7 (C-4’)],
sete metinicos (seis sp’ e um sp®), dois
metilénicos (um oxigenado em & 70,2) e
duas metoxilas (Tabela 1).

O espectro de RMN de 'H de 1 apresentou
qguatro dupletos na regido de sistemas
aromaticos em: &, 7,03 (J= 8,7 Hz, H-6'), 7,0
(/= 8,6 Hz, H-5), 6,45 (H-3’) e 6,37 (H-8),
referentes a dois acoplamentos orto e dois
meta, respectivamente, e dois duplo
dupletos em 6,, 6,48 (J= 8,4 e 2,1 Hz, H-6 e H-
5’). Estas dedugbes, juntamente com a
analise dos espectros de COSY, HSQC e HMBC
permitiram identificar a substancia como 2’-
hidroxi-4’,7-dimetoxiisoflavana (1), ja
reportada na prépolis vermelha.™

O espectro de massas de baixa resolucao
da substancia 2 forneceu o pico
correspondente ao ion molecular em m/z 272
Da, condizente com a férmula molecular
Ci6H1604. O espectro de RMN de Bc-BB
apresentou sinais correspondentes a atomos
de carbonos oxigenados em &: 159,6 (C-4'),
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8¢ 155,4 (C-7), 8¢ 155,1 (C-9) e 6. 154,5 (C-2’)
(Tabela 1).

A andlise do espectro de RMN de 'H
mostrou absor¢Ges na regido de hidrogénios
aromaticos em 647,02 (d, J= 8,4 Hz, H-6'), 64
6,93 (d, J= 8,1 Hz, H-5), 6, 6,48 (dd, /=84 e
2,3 Hz, H-5’), 6,,6,40 (dd, J= 8,1 e 2,3 Hz, H-6),
646,38 (d, J= 2,3 Hz, H-3’) e 646,37 (d, J= 2,3
Hz, H-8), indicando a presenca de dois anéis
1,2,4-trissubstituidos. Com base nas
informacdes espectrais apresentadas e com a
analise dos espectros de COSY, HSQC e HMBC
possibilitou identificar a substancia como
sendo 2’,7-dihidroxi-4’-metoxiisoflavana (2),
ja relatada na prépolis vermelha.™

O composto (3) mostrou o pico do ion
molecular em m/z 272 Da no espectro de
massas, que em combinacdo com os dados
de RMN de 'H e *C permitiu a dedugdo da
férmula molecular CgH:604. O espectro na
regido do infravermelho apresentou banda
em 3350 cm™ compativel com a presenca de
hidroxila fendlica.

O padrdo de hidrogenacdo foi obtido por
comparagdo com o espectro de RMN de *C-
DEPT 135, o qual evidenciou a presenca de
dois carbonos metilénicos, onde um é
oxigenado [6. 71,4 (C-2)], e sete carbonos
metinicos. Os sinais restantes sdo referentes
a carbonos nao hidrogenados (Tabela 1).

A andlise do espectro de RMN de 'H
mostrou absor¢des na regido de hidrogénios
aromaticos em 6, 6,94 (d, J= 8,3 Hz, H-5), &4
6,86 (d, J= 8,3 Hz, H-6), 6,4 6,42 (dd, J=8,3 e
2,4 Hz, H-6), 6, 6,33 (d, J= 2,2 Hz, H-8), &4
6,32 (d, J= 2,4 Hz, H-3’) e 6, 6,26 (dd, J=8,3 e
2,2 Hz, H-5'), indicando a presenga de dois
anéis 1,2,4-trissubstituidos. Baseando-se em
todos os dados espectrais obtidos e com a
anadlise dos espectros de COSY, HSQC e HMBC
verificou-se que a substancia tratava-se da
2’ 4’-dihidroxi-7-metoxiisoflavana (3)."

O espectro de absor¢ao na regidao do IV de
(4) revelou sinais bastante semelhantes ao
espectro de (1), portanto, sugerimos que a
substancia (4) pertence a mesma classe da
substancia (1), ou seja, uma isoflavana.

Vo

O espectro de massas de baixa resolucao
de (4) forneceu o pico em m/z 272 Da
correspondente ao fon molecular,
confirmando a presenga de dois anéis
aromaticos e uma estrutura ciclica,
condizente com a férmula molecular
CiH1604. Uma comparacdo feita entre os
espectros de RMN de *C e DEPT 135
evidenciou a presenca de dois carbonos
metilénicos, onde um é oxigenado [6¢ 71,2
(C-2)], sete carbonos metinicos, e um sinal de
carbono metilico de metoxila (-OCH3) em &
55,7 (Tabela 1).

A anélise do espectro de RMN de 'H de (4)
mostrou absorcdes na regido de hidrogénios
aromaticos em 6, 6,93 (d, J= 8,4 Hz, H-6’), &4
6,84 (d, J= 8,2 Hz, H-5), 6, 6,39 (d, J= 2,4 Hz,
H-3’), 64 6,35 (dd, J= 8,2 e 2,4 Hz, H-5'), &,
6,31 (dd, J=8,4 e 2,4 Hz, H-6) e 6, 6,24 (d, J=
2,4 Hz, H-8), indicando a presenca de dois
anéis 1,2,4-trissubstituidos. Estas deducoes,
juntamente com a andlise dos espectros de
COSY, HSQC e HMBC permitiram identificar a
substancia como 4’,7-dihidroxi-2’-
metoxiisoflavana (4), ja reportada na prépolis
vermelha.™

O espectro de absorgdo na regido do IV de
(5) apresentou uma banda larga em 3284 cm’
! caracteristica de deformacdo axial de
ligacdo O-H; duas absorcGes em 1629 e 1513
cm™ referentes as deformacdes axiais da
ligagdo C=C de sistema aromdtico; uma
banda em 1226 cm™ associada a deformacéo
axial de ligagao C-O.

O espectro de massas de baixa resolugdo
apresentou o pico do ion molecular em m/z
256 Da correspondente ao ion molecular,
condizente com a férmula molecular
Ci5H1,04.

O padrdo de hidrogenagdo de (5) foi
obtido por comparacao dos espectros de
RMN de *C e DEPT 135, o gual evidenciou a
presenga de nove carbonos metinicos, e os
sinais restantes referentes a carbonos nao
hidrogenados.

A andlise do espectro de RMN de 'H
mostrou absorc¢des na regido de hidrogénios
aromaticos em 6y 7,94 (d, J= 8,9 Hz, H-6’), &,
7,60 (d, J= 8,6 Hz, H-2 e H-6), 6, 6,84 (d, J=
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8,6 Hz, H-3 e H-5), 6,,6,40 (dd, J=8,9 e 2,3 Hz,
H-5’) e 646,28 (d, J= 2,3 Hz, H-3’), indicando a
presenca de dois anéis, o primeiro 1,2,4-
trissubstituido e outro 1,4-dissubstituido.
Mostrou também deslocamentos quimicos
em 6y 7,77 (d, J=15,4 Hz, H-7) e 6., 7,59 (d, J=
15,4 Hz, H-8), caracteristico de um sistema
insaturado semelhante ao esqueleto de uma
chalcona. Através dos dados espectrais

Aguiar, G. R. et al.

apresentados juntamente com a analise dos
espectros de COSY, HSQC e HMBC, pode-se
identificar a substancia como sendo 2’,4’,4-
trihidroxichalcona (5), ja reportada na
propolis vermelha.™

O triterpeno lup-20(29)-en-3-ol (6) foi
identificado através da analise de dados
fornecidos por métodos espectroscopicos e
comparagdo com a literatura.

2,
”,
% 21
2,
“

N
INELLTIRETRIY)

HO

Figura 1. Estruturas dos compostos isolados da propolis vermelha
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Tabela 1. Deslocamentos quimicos (8) de RMN de *C das substancias 1, 2,3 e 4

c 1 3 4
6(; 65 6c 6c
2 70,2 70,1 71,4 71,2
3 32,1 31,9 33,2 33,2
4 30,6 30,6 31,5 31,5
5 130,4 130,6 131,3 131,4
6 106,4 108,1 108,0 109,1
7 159,4 155,4 160,6 157,3
7a 55,6 55,8 -
8 102,4 103,4 102,4 103,9
9 155,4 155,1 156,6 156,5
10 120,2 114,9 116,2 115,1
1 114,7 120,1 120,1 121,5
X 154,4 154,5 157,4 160,9
2’a - 103,7 55,7
3 101,7 102,4 103,7 102,6
& 159,7 159,6 158,1 157,6
&’a 55,6 55,6 - -
5 107,5 106,2 107,8 105,9
6 128,5 128,4 129,0 129,0

O extrato etandlico da proépolis vermelha
(EEPV) e suas fracoes (FHEEPV, FDEEPV,
FAEEPV e FMEEPV) foram submetidos ao
teste de atividade antioxidante utilizando a
metodologia do sequestro do radical DPPH.’
Foi observada atividade significativa na
concentracdo de 1 mg/mL para o extrato
(EEPV) e para as fracGes acetato de etila
(FAEEPV) e metandlica (FMEEPV), com
inibicdo de 99,8%. A Tabela 2 mostra os
resultados obtidos no ensaio de atividade

antioxidante, seus valores de Cls; e dados da
literatura. Analisando os dados, vemos que
tanto o extrato quanto suas fracdes (FAEEPV
e FMEEPV) obtiveram resultados de Clsg
significativos e superior ao padrdo Vitamina
C. A literatura reporta atividade antioxidante
de uma amostra de prépolis coletada em
Marechal Deodoro — AL, usando a mesma
metodologia, entretanto, os dados
reportados apresentam valores inferiores.

Tabela 2. Resultado do teste de atividade antioxidante

Amostras Concentragio (mg/mL) Clso (mg/mL) Literatura®
0,1 mg/mL ‘ 1 mg/mL
EEPV 97,2% 99,8% 2,4.10°+6,4.10° 50,5%
FHEEPV NA NA NA 74,4%
FDEEPV 24,5% 48,3% - 49,8%
FAEEPV 95,8% 99,8% 2,8.107+3,4.10° -
FMEEPV 94,8% 99,8% 3,2.10°£1,2.10° -
Trolox 99,8% 99,9% 2,6.10°+2,3.10™ -
Vitamina C 92,8% 99,8% 4,3.10%+1,9.10° -
NA - ndo apresentou atividade
Os resultados da atividade  Tabela 3. Nos resultados obtidos no teste de

anticolinesterasica estdo mostrados na

inibicdo da enzima acetilcolinesterase,
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observou-se resultados positivos em todas as
amostras testadas (EEPV, FDEEPV, FAEEPV e
FMEEPV) exceto FHEEPV. Dentre as amostras
que apresentaram resultados significativos,
merecem destaque a FAEEPV e FMEEPV, os

Aguiar, G. R. et al.

guais apresentaram maiores valores de halos
de inibicdo (HI) da enzima, 0,9 cm, sendo o
valor igual ao do controle positivo sal de
Eserina.

Tabela 3. Resultado do teste de inibicdo da atividade da enzima acetilcolinesterase

Amostras HI (cm) Resultado
EEPV 0,6 Positivo
FHEEPV -- Negativo
FDEEPV 0,8 Positivo
FAEEPV 0,9 Positivo
FMEEPV 0,9 Positivo
Sal de Eserina 0,9 Controle positivo

HI — halo de inibicdo

4. Consideragoes Finais

As analises espectroscopicas e
espectrométricas realizadas permitiram a
identificacdo de seis substancias isoladas da
propolis vermelha [2’-hidroxi-4’,7-
dimetoxiisoflavana  (1); 2’,7-dihidroxi-4’-
metoxiisoflavana (2); 2’,4’-dihidroxi-7-
metoxiisoflavana (3); 4’,7-dihidroxi-2’-
metoxiisoflavana (4); 2’4 ,4-
trihidroxichalcona (5) e do lup-20(29)-en-3-ol
(6)], sendo quatro isoflavonas, uma chalcona
e um triterpeno.

Extrato e fragdes da prépolis vermelha
apresentaram atividade significativa como
antioxidante no ensaio do DPPH, e ainda
atividade anticolinesterase. Por ser
considerado um suplemento alimentar de
alto valor nutritivo e tendo na sua
composi¢do constituintes quimicos como as
isoflavanas, pode-se entdo seleciona-la como
potencial fonte de compostos a serem
utilizados no tratamento de vdrias
enfermidades entre estas o Alzheimer.
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