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RESUMO

DOS SANTOS, Cristiane Cardoso. Isolamento e avaliacio biolégica de metabdlitos
especiais da propolis verde por cromatografia contracorrente: Seropédica, RJ. 2024. 195p
Tese (Doutorado em Quimica). Instituto de Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2024.

A propolis verde, um produto apicola brasileiro amplamente reconhecido internacionalmente,
destaca-se em pesquisas cientificas devido as suas promissoras propriedades e beneficios
medicinais, especialmente no combate ao SARS-CoV-2 e ao cancer. A importancia da
caracterizagdo dos constituintes quimicos bioativos presentes nessa resina elaborada pelas
abelhas meliferas, ndo pode ser subestimada, pois sua composi¢ao quimica ¢ notavelmente
complexa, exigindo multiplas etapas para o isolamento eficaz das principais substancias. Neste
contexto, a escolha de um procedimento de isolamento que diminua custos, longos periodos de
execucao e perdas significativas de amostra € crucial. A Cromatografia Contracorrente (CCC),
uma técnica de particdo liquido-liquido que se destaca por permitir a recuperacao integral do
analito sem a necessidade de suportes solidos, surge como uma alternativa adequada. Desta
forma, o presente estudo avaliou tanto o extrato hexanico (EHPV), quanto etanolico (EEPV) da
propolis verde, com o objetivo de isolar,com maior grau de pureza, substancias preniladas, em
especial artepilina C, bacarina e culifolina. O fracionamento do EHPV envolveu dois
procedimentos cromatograficos isocraticos distintos, um com modo de elui¢cdo normal e outro
com eluicdo reversa utilizando hexano-etanol-agua 4:3:1 (v/v) como sistema de solventes
bifasico. Os resultados obtidos para o isolamento dos compostos no extrato hexanico
mostraram-se distintos, com o modo de eluigdo normal promovendo maior seletividade para
bacarina (89% de pureza em HPLC-PDA) e artepilina C (93% de pureza), enquanto no modo
reverso o culifolina se detacou com 96% de pureza. Além disso, as substancias isoladas foram
testadas quanto a inibicdo da interagcdo entre o dominio de ligacdo ao receptor (RBD) da
proteina spike e o receptor da protéina ACE2 foi avaliada pelo imunoensaio Lumit™, revelando
que bacarina e artepilina C exibiram significativas atividades inibitorias, com 51% e 67% de
inibicao, respectivamente, em concentracdes de 10 uM. No que se refere ao fracionamento do
EEPV, aten¢do especifica foi dada a metodologia para o isolamento da artepilina C. Para tal,
foi utilizado o sistema de solventes hexano-acetato de etila (8:2) e bicarbonato de sodio 4%
aquoso (1:1) em modo de eluigdo reverso, resultando na obten¢do da artepilina C com 82% de
pureza. Estes fracionamentos foram monitorados por meio de fingerprinting em LCQTOF,
estabelecendo um parametro eficaz para acompanhamento da separa¢do. No ambito do estudo
fitoquimico de EEPV, substancias como acido anacardico, capilartemisina , acido p-cumarico,
aromadendrina, betuletol e canferide, também foram isolados por cromatografia
contracorrente multidimensional (MDCCC), alternado-se sistemas de solventes aquosos e nao-
aquosos e testados in vitro em cancer de mama (linhagens MCF-7 e MDA-MD-231). A bacarina
apresentou resultados preliminares promissores sobre linhagens agressivas de cancer de mama
(MDA). Deste modo, os resultados obtidos para o isolamento dos metabdlitos especiais da
propolis verde evidenciam o potencial da técnica de CCC, e oferecem novas perspectivas na
area de produtos naturais para o isolamento de substancias bioativas com altas purezas, para
avaliacdo do seu potencial bioldgico.

Palavras-chave: COVID-19, atividade anti-cancer, artepilina C, bacarina, acido anacardico e
betuletol



ABSTRACT

DOS SANTOS, Cristiane Cardoso. Isolation and biological evaluation of special metabolites
from green propolis by countercurrent chromatography: Seropédica, RJ. 2024. 195p
Thesis (PhD in Chemistry). Institute of Chemistry, Federal Rural University of Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2024.

Green propolis, a widely recognised Brazilian apicultural product, has been the focus of
scientific research for its promising medicinal properties and benefits, particularly in the fight
against SARS-CoV-2 and cancer. The importance of characterising the bioactive chemical
constituents present in this resin produced by honeybees cannot be underestimated, as its
chemical composition is remarkably complex, requiring several steps to effectively isolate the
main substances. In this context, the choice of an isolation method that reduces costs, long
execution times and significant sample losses is crucial. Countercurrent chromatography
(CCC), a liquid-liquid partition technique characterised by full recovery of the analyte without
the need for solid supports, is emerging as a suitable alternative. Thus, in the present study, both
the hexane (HEGP) and ethanol (EEGP) extracts of green propolis were evaluated with the aim
of isolating, with a higher degree of purity, prenylated substances, especially artepillin C,
baccharin and culifolin. The fractionation of HEGP involved two different isocratic
chromatographic procedures, one with normal elution mode and the other with reverse elution,
using hexane-ethanol-water 4:3:1 (v/v) as a biphasic solvent system. The results obtained for
the isolation of the compounds in the hexane extract were different, with the normal elution
mode promoting greater selectivity for baccharin (89% purity) and artepillin C (93% purity),
whereas in the reverse mode culifolin stood out with 96% purity. In addition, the isolated
substances were tested for inhibition of the interaction between the receptor binding domain
(RBD) of the spike protein and the ACE2 protein receptor, which was evaluated by the Lumit™
immunoassay, showing that bacharin and artepillin C exhibited significant inhibitory activities,
with 51% and 67% inhibition, respectively, at concentrations of 10 uM. With regard to the
fractionation of EEGP, particular attention was paid to the methodology for the isolation of
artepillin C. For this purpose, the solvent system of hexane-ethyl acetate (8:2) and 4% aqueous
sodium bicarbonate (1:1) was used in the reverse elution mode, resulting in artepillin C with
82% purity. These fractionations were monitored by LCQTOF fingerprinting, providing an
effective parameter for monitoring the separation. As part of the phytochemical study, the
ethanol extract of green propolis (EEGP), substances such as anacardic acid, capillartemisin, p-
coumaric acid, aromadendrin, betuletol and kaempferide were also isolated using
multidimensional countercurrent chromatography (MDCCC), alternating aqueous and non-
aqueous solvent systems and tested in vitro in breast cancer (MCF-7 ¢ MDA-MD-231).
Baccharin showed promising preliminary results on aggressive breast cancer (MDA) strains.
Thus, the results obtained for the isolation of specific metabolites from green propolis
demonstrate the potential of the CCC technique and offer new perspectives in the field of
natural products for the isolation of bioactive substances with high purity in order to evaluate
their biological potential.

Key words: COVID-19, anti-cancer activity, artepillin C, baccharin, anacardic acid and
betuletol
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1. INTRODUCAO GERAL

Para garantir uma melhor compreensdo do contetido apresentado, esta tese estd organizada em
secoes que facilitam sua analise e consulta. Ela inclui uma revisao geral do tema, trés capitulos que
discutem metodologias e resultados, uma conclusdo geral e um apéndice organizado em consonancia
com os capitulos. Essa estrutura permite que o leitor aprecie detalhadamente os assuntos tratados. A
conclusdo final, apresentada no item 7, sintetiza as principais reflexdes e implicagdes provenientes
dos capitulos, oferecendo uma visao abrangente e integrada do estudo realizado.

A pesquisa realizada foi estruturada de trés formas: isolamento de metabolitos especiais da
propolis verde, artepilina C e bacarina, conhecidos como biomarcadores, presentes nos extratos
hexanico por cromatografia contra corrente (Capitulo I); isolamento seletivo da artepilina C do
extrato etandlico por CCC usando solucao basica (Capitulo II), e o estudo quimico da propolis verde
com isolamento de substincias por cromatografia contracorrente multidimensional, alternado-se
sistemas de solventes aquosos e ndo-aquosos € modos de elui¢cao (Capitulo III). Além disso, avaliou-
se o efeito das principais substancias isoladas quanto & inibi¢do da interagdo entre o dominio de
ligagdo ao receptor (RBD) da proteina spike e o receptor da protéina ACE2 foi avaliada pelo
imunoensaio Lumit™ (Capitulo I) , ¢ também foram realizados um estudo bioguiado das fragdes
obtidas por CCC em modelos de cancer de mama (Capitulo I1I).

Cabe destacar que a escolha de iniciar o isolamento dos biomarcadores no extrato hexanico da
propolis foi decidido em fungdo da menor complexidade deste extrato, que apresenta um perfil
quimico mais limitado em substincias fenolicas em comparagdo ao extrato etandlico, quando
avaliados por HPLC-PDA e CCD. Embora no trabalho apresentado por Pires & Castro (2023) o teor
do biomarcador, artepilina C, ndo tenha sido, significativamente diferente, no extrato hexanixo ou
etanolico. Entdo, no Capitulo I, sera discutido o desenvolvimento da metodologia de CCC para o
isolamento e a purificagdo da artepilina C e bacarina no extrato hexanico da prépolis verde.

No Capitulo I1, sdo evidenciados os desafios do trabalho com o extrato etanodlico, uma vez que
os sistemas de solventes para CCC anteriormente testados, precisaram ter uma otimiza¢ao da
metodologia devido a complexidade deste extrato mais polar, rico em substincias fendlicas. Diante
disso, foi implementada uma estratégia de extracao seletiva utilizando solucao basica (NaHCO3) na
tentativa de isolar a artepilina C em uma Unica etapa. O acompanhamento da separacdo foi feito
cromatografia liquida de alta eficiencia acoplada a detector de fotodiodiodo (HPLC-PDA) com
monitoramento off-/ine por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas de tempo de
voo (LCMS-QTOF).

No Capitulo III, sdo mostrados e discutidos os resultados do estudo fitoquimico do extrato
etandlico da propolis verde por cromatografia contracorrente multidimensional utilizando sistemas
aquosos € nao aquosos para o isolamento de outras substancias presentes nesta matriz apicola
complexa. Assim, a inovacao ¢ a metodologia abordada neste trabalho contribui significativamente
para o desenvolvimentos das pesquisa na area de produtos naturais e cromatografia contracorrente,
em especial, para as pesquisas sobre a propolis brasileira



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Os quatorzes tipos de propolis brasileira

A propolis posssui uma longa historia de utilizagdo pelo ser humano que remonta a
antiguidade. Evidéncias historicas revelam que os egipcios faziam uso desse produto apicola em
processos de mumificacdo, aproveitando suas notdrias propriedades conservantes e antimicrobianas
(HALVACI et al., 2023). Aristoteles e Plinio reconheceram as propriedades medicinais da propolis,
e Hipocrates, considerado o pai da medicina moderna, foi utilizou para curar feridas e tilceras (ACITO
et al., 2025).

No Brasil, a primeira publicacdo significativa sobre a propolis ocorreu em 1984, destacando
um estudo comparativo entre o efeito da propolis e antibioticos na inibi¢cdo de Staphylococcus aureus.
Os resultados demonstraram que a propolis brasileira tinha uma atividade superior a de diversos
antibidticos testados. Desde entdo, a propolis comegou a ser amplamente pesquisada, especialmente,
por suas propriedades bioldgicas, incluindo atividades antimicrobianas e antioxidantes que a
consolidou como um produto relevante tanto na apicultura quanto na fitoterapia brasileira (PEREIRA
et al., 2022).

A Apis mellifera, ou abelha-europeia, ¢ a principal responsavel pela producao de propolis.
Com uma histéria que se estende por mais de 4.500 anos e registros de apicultura desde o Egito
Antigo (Figura 1), essas abelhas se destacam na apicultura moderna e na producdo agricola,
especialmente devido a sua adaptagdo a diversos ambientes e ao desenvolvimento de véarias racas
(EL-SEEDI et at., 2022).

Figura 1-Relevos sobre apicultura no timulo de Pabasa e do Templo de Karnak (EL-SEEDI et al.,
2022).

A apicultura no Brasil comegou na primeira metade do século XIX com a introdugdo das
abelhas da espécie A. mellifera na regido Sul, realizadas por Pe. Antdnio Carneiro, que as trouxe de
Portugal. As populacdes de abelhas no Brasil antes de 1950, predominantemente de origem europeia,
sofreram significativas mudangas a partir de 1956 com a introdugdo das abelhas africanas (4.
mellifera scutellata) no sudeste do pais. Este evento desencadeou um processo de africanizagdo,
resultado da fuga acidental de abelhas rainhas africanas, que afetou as colonias locais nas regides sul,
sudeste, centro-oeste e nordeste. Desde entdo, a apicultura brasileira evoluiu, dando origem a
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populagdes hibridas de abelhas africanizadas, que se adaptaram bem ao clima e as condig¢des locais
(PARK et al., 2002; PIRES, 2019).

As abelhas do género Apis (Figura 2) desempenham um papel crucial na producao de
propolis, mel e cera, especialmente no Brasil, onde contribuem significativamente para a economia
global, estimando-se que esse valor ultrapasse £ 100 bilhdes anualmente, principalmente por meio da
polinizagdo e produgdo de mel (VISICK et al, 2023). As abelhas, ao viverem em colonias
organizadas e por terem funcdes especificas, desempenham um papel crucial na coleta de resinas de
fontes vegetais, essenciais para a composicao e qualidade da propolis. O Brasil, com sua diversidade
de biomas, propicia uma variedade de fontes botanicas que resultam em uma riqueza quimica singular
na propolis, amplamente reconhecida em ambito internacional. A vasta literatura a esse respeito
ressalta ndo apenas seu valor econdmico, mas também seu potencial biologico (BANKOVA et al.,
2016; OLIVEIRA et al.,2024).

Figura 2-Abelhas com resina (a esquerda) e pdlen (a direita) nas patas traseiras (BANKOVA et al.,
2016).

A importancia de aprofundar o conhecimento a respeito da propolis brasileira produzida por
essas abelhas ganhou destaque durante a primeira onda da pandemia de SARS-CoV-2. Evidéncias
clinicas indicaram que o extrato padronizado de prépolis verde brasileira (PVB) poderia reduzir o
tempo de interna¢do hospitalar em pacientes adultos com COVID-19 (SILVEIRA et al., 2023).
Investigacdes subsequentes buscaram avaliar a eficdcia persistente deste insumo natural e avaliar seus
compostos bioativos, ampliando o conhecimento acerca de intervengdes terapéuticas frente a
pandemia principalmente para a PVB (SANTOS et al., 2024; KUMAR et al., 2023; FIORINI et al.,
2021). Contudo, o Brasil tem uma uma extensdo continental e uma pluralidade de ecossistemas
(FRANCHIN et al., 2024). Dada a ampla diversidade da flora brasileira, as amostras de propolis sao
classificadas em 14 grupos, com base na origem geografica, fonte botinica e composi¢ao quimica:
cinco grupos no Sul , seis no Nordeste, uma na regido Sudeste, a “propolis vermelha”, recentemente
adicionada e provenitente de estados do Nordeste, bem como um tipo de propolis da regido
Amazonica (COSTA et al,. 2020). No estudo de Toreti e colaboradores (2013) eles foram catalogados
em grupos nomeados por cores e regides. Para a regido sul foram Grupo 1 (RS5) Amarelo Sul; Grupo
2 (RS1) Marrom Sul, Grupo 3 (PR7) Marrom Escuro Sul, Grupo 4 (PR8) Marrom Sul, Grupo 5 (PR9)
Marrom Esverdeado Sul e para a regido Nordeste Grupo 6 (BA11) Marrom Avermelhado, Grupo 7
(BAS1) Marrom Esverdeado, Grupo 8 (PE5) Marrom Escuro, Grupo 9 (PE3) Amarelo, Grupo 10
(CE3) Amarelo Escuro, Grupo 11 (PI11) Amarelo para o Nordeste. A Figura 3 ilustra a diversidade
dos biomas brasileiros e a origem de 8 tipos de propolis brasileira, ressaltando suas principais
substancias bioativas (FRANCHIN et al., 2024).



Figura 3-Representagdo ilustrativa dos locais onde sao produzidas algumas propolis brasileiras, com
a respectiva formula estrutural das principais substancias e origens botanicas, quando conhecidas
Adaptado de FRANCHIN et al., 2024.

Uma das propolis brasileiras mais produzidas e comercializadas ¢ a propolis verde,
caracteristica da regido sudeste do Brasil, produzida por abelhas Apis mellifera a partir de resinas
coletadas de brotos de Baccharis dracunculifolia (SALATINO et al., 2021). Outra propolis que vem
ganhando destaque por sua composi¢ao quimica e propriedades biologicas ¢ a vermelha, produzida
na regido costeira do Nordeste do Brasil, caracterizada pelo habitat de manguezal, cuja fonte botanica
¢ uma mistura de resinas de Dalbergia ecastaphyllum e Symphonia globulifera. Além disso, a
propolis marrom € uma das mais complexas do ponto de vista quimico, onde diversas fontes botanicas
foram relatadas na composicao desta propolis, com Araucaria angustifolia, Eucaliptus spp. e B.
dracunculifolia, entre outras (COSTA et al., 2020). A propolis verde € especialmente reconhecida
por suas propriedades antimicrobianas e antioxidantes, enquanto a propolis vermelha se destaca por
suas atividades anticancerigenas. Em contrapartida, a propolis marrom apresenta propriedades anti-
inflamatorias e antiparasitarias (RIBEIRO et al., 2024; MESSIAS et al , 2023).

Muitos estudos comparam a composicao fenoélica e a capacidade antioxidante dos extratos da
propolis vermelha, marrom e verde, no entanto, existe uma caréncia de pesquisas dedicados a propolis
marrom (VIEIRA et al., 2023; RAJAN et al., 2021). A propolis marrom, advinda de regides como
Bahia, Parand, Minas Gerais e Sergipe, apresenta uma diversidade quimica que inclui compostos
como o-pineno, a-bisabolo, hidrocarbonetos, aldeidos € monoterpenos, influenciada pela flora local.
No estado do Parana, a propolis € majoritariamente extraida da resina da arvore Araucaria sp, cuja
presenca ¢ marcante nas florestas da regido sul do Brasil. Esta resina destaca-se por sua composi¢ao
rica em diterpenos acidos, que conferem a propolis uma variedade de atividades biologicas relevadas,
incluindo propriedades “antimicrobianas”, antiparasitarias e “citotoxicas” em relacdo a linhagens de
células cancerigenas (SANTOS et al., 2021; ESPERANDIM et al., 2023). Os compostos bioativos
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dessa propolis podem ter efeitos leishmanicidas e anti-inflamatorios, variando significativamente
conforme a regido de coleta, o que a torna um interessante objeto de estudo para aplicacdes
terapéuticas (OLIVEIRA et al., 2023; RIBEIRO et al., 2022, RIBEIRO et al., 2024).

Existe uma escassez de estudos sobre a propolis da regido sul do Brasil. Essa propolis tem
como principal origem botanica a Myrceugenia euosma, cujo cultivo esta estabelecido em areas
proximas a fronteira com o Uruguai. Conhecida pela sua riqueza em flavonoides, como galangina,
apigenina, crisina, pinobanksina e pinocembrina (Figura 4), a propolis sulista também contém
triterpeno pentaciclico chamado de &cido mordnico, considerado a substancia principal. Outros
componentes importantes incluem a meliferona, um triterpeno incomum, além de acidos
anwuveizonico, betuldnico e varias substancias aromaticas (VALENCA et al., 2021).

Figura 4-Flavonoides presentes na propolis sulista (VALENCA et al., 2021).

A maioria da literatura cientifica sobre propolis tem se concentrado nos ultimos 30 anos,
caracterizando a pesquisa nesse campo como relativamente nova. Isso pode explicar a auséncia de
estudos sobre a propolis preta, produzida nas proximidades de Manaus, na Floresta Amazodnica. Essa
variedade quimica contém substancias como benzofenonas poliisopreniladas, incluindo xantoquimol
e 7-epi-nemorosona, apresentando um perfil semelhante ao da propolis de origem venezuelana e
cubana, ambos derivados de exsudatos de flores da espécie Clusia (Figura 5). Além disso, a propolis
preta € composta, principalmente, por constituintes como hiperibone A, 7-epi-clusianona e
gambogenona, que merecem investigacdo mais aprofundada (SALATINO et al., 2021; ISHIDA et
al.,2011).

XANTHOCHYMOL

Figura 5-Benzofenona poliprenilada de propolis preta (SALATINO et al., 2021)

Os triterpenoides possuem ocorréncia em diversas amostras de propolis brasileira,
destacando-se na propolis amarela do bioma Pantanal, no Mato Grosso do Sul, que contém quinze
triterpenoides identificados, incluindo a- e f-amirina, ursadienol, lupenona, oleanona e botulina, além
de esteroides como lanosterol, cuja origem botanica permanece incerta (MACHADO et al., 2016).
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Por outro lado, a propolis proveniente de Teresina, Piaui, ¢ composta por triterpenoides
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cicloartanicos, como os acidos isomangiferolico, mangiferolico, mangiferonico, ambonico e
ambolico, sugerindo a Mangifera indica como uma possivel fonte botanica (SILVA et al., 2005).

A prépolis do Rio Grande do Norte (RN), apresenta altos niveis de flavonoides,
principalmente flavonoéis e chalconas com grande similaridade entre o perfil quimico da propolis RN
e dos 4apices caulinares da 'jurema-preta' (Mimosa tenuiflora, Leguminosae, Mimosoideae)
(FERREIRA et al., 2017). Outras variantes, como a propolis escura, proveniente da resina da jurema
preta (Mimosa hostilis Benth) (Figura 6), que cresce em regioes ao norte do pais, tém sido estudadas
por Marcucci e pesquisadores (2020), Vieira e colaboradores (2023) e Cunha (2018), que
identificaram o acido 3,4-di-hidroxibenzoico, a rutina e o acido trans-cinamico como compostos
significativos para suas propriedades antioxidantes e antibacterianas. Adicionalmente, a prépolis
verde da Caatinga, derivada de Mimosa tenuiflora, foi recentemente analisada e revelou uma rica
composi¢ao de flavondis e chalconas (SARTORI et al. , 2024; SON et al. , 2022, SON et al. , 2023,
SON et al. , 2024). Apesar da relevancia de tais estudos, a propolis brasileira ainda nao recebe a
consideragdo académica merecida.

Figura 6- Aspectos de quatro propolis brasileiras. Adaptado de MARCUCCI et al., 2020.

Diante disso, ressalta-se a imperativa necessidade de investigagdo das aplicagdes
farmacologicas e da composicdo das diversas propolis brasileiras, tendo em vista que esta matriz
figura entre os produtos naturais mais renomados e utilizados na atualidade (MAROOF et al , 2023).
Esse enfoque ressalta o Brasil como um pais de elevado potencial para a descoberta de terapias
inovadoras no tratamento de diversas enfermidades.

2.2. A Proépolis verde

A propolis verde € reconhecida por sua coloragdo esverdeada, oriunda da coleta das folhas e
brotos de Baccharis dracunculifolia pelas abelhas Apis mellifera (Figura 7). Esta planta, comumente
denominada alecrim-do-campo, pertence a familia Asteraceaee ¢ nativa das regides Sul, Sudeste e
Centro-Oeste do Brasil, prosperando em areas de cerrado e pastagens abandonadas (RIBEIRO et al ,
2023; SFORCIN et al., 2012; HOSSAIN et al. , 2022). O arbusto, que pode atingir até quatro metros
de altura, apresenta folhas revestidas por tricomas tectores e glandulares, fundamentais para sua
defesa contra herbivoros. Ademais, as secre¢des salivares dessas abelhas conferem a propolis
caracteristicas distintivas, potencializando seu valor como recurso natural. A atividade apicola
brasileira, impulsionada pela rica biodiversidade do pais, desponta como um setor promissor no
mercado internacional, possibilitando a oferta de uma diversidade de produtos apicolas (QUEIROGA
et al., 2014; STURM, 2019; SON et al, 2022; HERRERA-LOPES et al., 2020).



Figura 7-Abelha Apis mellifera coletando resina de B. dracunculifolia para a producao de propolis
(TOMAZZOLI et al., 2020)

O interesse economico da propolis verde ¢ evidenciada, tanto pela sua exportagdo quanto pelo
crescente interesse académico (VIERA ef al. , 2024), conforme demonstrado na pesquisa realizada
na web of science com a palavra-chave "propolis verde" na ultima década que gerou 448 publicacdes
indexadas na plataforma. Para essa pesquisa as publicagdes de TAIWAN foram excluidas devido a
existéncia do nome propolis verde taiwanesa que nao tem relagdo com a PVB. Nessa pesquisa, foi
possivel verificar que as agéncias de fomento brasileiras, como o CNPq, CAPES e FAPESP,
destacam-se como as principais financiadoras de pesquisas nessa area. Além disso, o Japao apresenta
um significativo engajamento, contribuindo com cerca de 20% do total de fomento, apoiado por
instituicdes como o Ministério da Educagdo, Cultura, Esportes, Ciéncia e Tecnologia e a Sociedade
Japonesa para a Promocao da Ciéncia. Este vinculo € refor¢ado pela alta exportagdo de propolis verde
para o pais (VIERA et al., 2024). Por ultimo, a Fundagdo Nacional de Ciéncias Naturais da China
(NSFC) ¢ responsavel por 3,5% do apoio em pesquisas nessa area. O Brasil se destaca em termos de
interesse académico, liderando a quantidade de publicagdes na tltima década sendo esse quantitativo
em 255 publicagdes, o que representa 57% do total. Em seguida, encontram-se o Japao (67), a China
(36) e os Estados Unidos com apenas 20, conforme apresentado na Figura 8. Este desempenho mostra
a relevancia do Brasil no cenério académico global.



Figura 8- Colabora¢ao nacional e internacional na produgao de publicagdes cientificas sobre propolis
verde na ultima década (https:/www-webofscience-com.ez30.periodicos.capes.gov.br/). Prépria
autoria.

Um aspecto bem interessante das publicagdes académicas do Vietna (7° na classificagdo da
Figura 8) ¢ que 50% delas estdo focadas no Propolis Verde da Caatinga (Mimosa tenuiflora). Além
disso, destaca-se a empresa Apis Flora Indl Coml Ltda, por ocupar a quarta posi¢cdo em relevancia
nos estudos sobre este tipo de propolis. Tal interesse reflete o status da empresa como lider no
mercado nacional de produtos apiterapicos, bem como seu compromisso com a internacionalizagao,
realizando exportagdes para 20 paises, incluindo China, Estados Unidos, Japdo e Argentina
(SILVEIRA et al., 2022).

Ao observar brevemente as 448 publicagdes geradas na web of science foi possivel verificar
que a literatura dispde até o presente momento de muitas revisdes abordando sobre prépolis verde,
muitos trabalhos sobre composi¢do e aplicagdo das propriedades famacoldgicas em diversas areas.
Porém, ndo ¢ possivel observar cada uma dessas 448 publicacdes sobre o conteido que cada uma
delas abordam. Para isso, quantificar tal andlise pode ser realizado utilizando técnicas de
cienciometria, especialmente o método bibliométrico de revisdes da literatura onde, com o uso de
ferramenta de inteligéncia artificial (IA), € possivel lidar com um grande volume de dados e produzir
uma pesquisa de grande impacto (DONTHU et al., 2021). De maneira geral, métodos bibliométricos
sdo destinados a fornecer dados quantitativos sobre artigos escritos e publicados na literatura.

A revisdo bibliografica neste estudo empregou prospecgdes tecnoldgicas com redes
bibliométricas conforme apresentado na Figura 9. A bibliometria ¢ uma ferramenta essencial na
pesquisa cientifica, pois utiliza métodos quantitativos para analisar dados de publicagcdes (MARINHO
et al., 2023). Ao estudar a producdo cientifica, promove a identifica¢do de tendéncias e padrdes em
campos especificos do conhecimento, enriquecendo a compreensdo sobre a evolucdo de temas
diversos no mundo académico. Essa anélise permite, por exemplo, avaliar a relevancia de periddicos,
mapear a colaboragdo entre autores e instituicdes, € destacar areas de pesquisa emergentes,
contribuindo assim, para orientar futuras investigacdes e politicas cientificas conforme apresentado
nos periddicos de WAHID e colaboradores (2024); HELENO e pesquisadores (2023); AGUIRRE-
RODRIGUEZ e estudiosos (2024); GUEDES e demais autores (2024) e BIANCHI e pesquisadores
(2023).


https://www-webofscience-com.ez30.periodicos.capes.gov.br/
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Figura 9 - Modelo de mapeamento das principais tendéncias e lacunas na pesquisa sobre a propolis
no Brasil. Propria autoria.

A analise das citagdes geradas nesta pesquisa pela base de dados da web of sciense permitiu a
identificacdo de instituigdes influentes, autores prolificos, paises que se destacam na pesquisa e
periddicos de renome. Essa abordagem sistematica tem sido amplamente aplicada em diversos temas,
contribuindo para o entendimento do status cientifico e das areas que exigem maior atengdo
(TAVARES et al., 2024).

A andlise dos dados bibliométricos foi realizada através do software VOSviewer versao 1.6.19
(Copyright © 2023 Centre for Science and Technology Studies, Leiden University, The Netherlands).
O VOSviewer ¢ um software de inteligéncia artificial especializado na construcao e visualizag¢do de
redes bibliométricas, projetado para rastrear co-ocorréncias e co-autorias de termos relevantes em
literatura cientifica. Com essa ferramenta, ¢ possivel identificar tendéncias e lacunas na literatura
analisada, o que fundamenta o desenvolvimento de pesquisas subsequentes. A criacdo de redes
bibliométricas através do VOSviewer permite a visualizagdo e andlise de padrdes e tendéncias em
conjuntos de documentos académicos, facilitando a explora¢do das inter-relagdes entre diferentes
areas de conhecimento (STEFANIS et al. , 2023)

Essa analise pode revelar informacdes importantes sobre o campo de estudo, como: (i) Co-
autoria: identificar grupos de autores que trabalham em conjunto regularmente e analisar as redes de
colaboracao cientifica; (i1) Co-ocorréncia de palavras-chave: entender quais conceitos ou topicos sao
frequentemente discutidos juntos, o que pode fornecer uma visdo geral das tendéncias de pesquisa
em um campo; (iii) Citagdes: examinar quais documentos sdo frequentemente citados juntos para
entender a estrutura de um campo de pesquisa, identificar trabalhos fundamentais ou influentes e
perceber como as ideias fluem através do campo; (iv) Andlise de co-citagdo: identificar grupos de
documentos que sdo frequentemente citados juntos, o que pode indicar a existéncia de subcampos ou
topicos de pesquisa especificos. Essas visualizacdes podem ajudar pesquisadores a entender melhor
o campo de estudo, identificar tendéncias emergentes, reconhecer lacunas na literatura existente, e
determinar possiveis dire¢des para futuras pesquisas (OLIVEIRA, 2023).

Para o levantamento bibliografico acerca da propolis verde, inicialmente foi utilizada a
plataforma web of science. Dentre as plataformas, optou-se essencialmente pela web of science
utilizando como topico as palavras “green propolis” ou “brazillian green propolis”. para esta pesquisa
foi excluido o pais Taiwan, por possuir uma propolis verde tailandeza. Apos analise realizada no
intevalo de 2014 a 2025 (Gltima década) foram encontrados 448 publica¢des. Foram analisadas co-
ocorréncia total de 2195 palavras-chaves, considerando 4 como o nimero minimo de ocorréncias para
cada palavra-chave, e com isto chegou-se a 203 palavras, que possibilitou uma melhor visualizagdo
das interacdes entre os trabalhos de propolis verde. Criou-se o mapa de interagdes entre os grupos €
a andlise de clusters para mapear os estudos da propolis verde empregando o método de distribui¢ao
do grafico “Fractionation”, ferramenta disponivel dentro do software da IA para melhorar a
visualizacao dos dados gerados.



As linhas que conectam palavras-chave revelam uma relagdo significativa entre elas,
indicando que ocorrem frequentemente em documentos relevantes. O tamanho dos circulos revelam
os temas de maior relevancia e publicagdes, quanto maior seu tamanho, maior o numero de
publicacdes no tema. A distancia fisica entre os circulos também reflete essa dinamica: quanto mais
afastados, menos relevante € a conexao entre os termos. Os clusters sdo formados por palavras-chave
que frequentemente aparecem juntas, € nessa pesquisa resultou-se em 3 clusters que frequentemente
aparecem juntas tendo uma relagdo tematica entre si (DONTHU et al., 2021). Portanto, os clusters
agrupam palavras-chave de uma mesma 4area tematica, e mostra relagdes de uma area com a outra
através de conexoes de palavras-chave de clusters diferentes demonstrando a existéncia de relagdes
entre areas em um campo de pesquisa (LIM et al., 2024).

Através dessa analise, formaram-se trés clusters distintos (Figura 10) : o vermelho onde se
concentra a composi¢ao quimica da propolis verde, especialmente em relagdo a artepilina C; o verde,
que aborda investigagdes biologicas envolvendo testes in vivo, para doengas/condigdes como
Alzheimer, Covid-19, diabetes, obesidade, colite instestinal, resisténcia a insulina e leshimaniose; ¢
0 azul, que compara a propolis verde com variantes de outros paises (Turquia, China, Bulgaria, Cuba),
além de explorar atividades antitumorais in vitro. Essas informagdes revelam a diversidade e
relevancia das pesquisas sobre a propolis verde no cenario cientifico.

Figura 10-Mapa bibliométrico obtido pelo software VOSviewer versao 1.6.16 (
https://www.vosviewer.com), usando “green propolis” como palavras-chave, registrado no banco de
dados web of sciense no periodo de 2014 a 2025 (realizado em 8 de outubro de 2024).

O cluster vermelho, considerado o mais relevante, possui grandes circulos interligados aos
temas de composi¢ao quimica, comparagdes entre propolis verde e vermelha. A distancia do circulo
vermelho da propolis marrom do centro dos principais estudos ddo um indico da escassez de pesquisa
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entre as trés propolis (vermelha e marrom e verde) nas 448 publicagdes avaliadas, e a auséncia das
demais propolis brasileiras sdo um indicio do qudo escasso € a compreensdo das demais propolis
encontrados em nosso pais. As subtancias artepilina C e os flavonoides concentram a maior parte
das pesquisas nas 448 publicacdes geradas, no entanto, a drupanina e os 6leos essenciais tem possuido
pouca relevancia com menor ocorréncia na literatura cientifica. E possivel destacar na figura estudos
sobre o preparo de extrato etandlico da "propolis verde", em detrimento de outros extratos, como
hexanico ou aquoso. A escolha do solvente para preparagao do extrato de propolis € muito importante,
pois solventes distintos solubilizam e extraem substancias com diferentes polaridades da prépolis. O
método de preparo de extratos também influencia a atividade biologica do produto (SFORCIN et al.,
2017). Atualmente, sistemas solventes eutéticos naturais, formados por uma combinagao de cloreto
de colina com acidos organicos, agucares e alcoois, em proporgdes especificas, que se assemelham
ao ambiente intracelular das plantas demonstraram ser eficazes na extragdo de substancias fenolicas,
apresentando alta atividade antioxidante e antimicrobiana. As combinagdes mais promissoras
utlizadas no trabalho de Lazovi¢ e pesquisadores (2024) foram colina-cloreto: acido tartarico (1:1),
glicerol:acido lactico (1:1) e glicina:acido lactico (1:3), embora ndo aparega na rede bibliografica sao
importantes estudos realizados na area.

Além disso, dentre os materiais mencionados no agrupamento vermelho, as palavras-chave
como "identificacdo", "quantificagdo" e "controle de qualidade" sdo essenciais para entender os
componentes dessa matriz ¢ possibilitar uma padroniza¢ao que facilite o consumo no mercado. A
crescente demanda por produtos naturais, como a propolis, reflete um interesse significativo nas suas
propriedades e beneficios (ZHU et al., 2024;). Este cenario acarreta a necessidade de estabelecer
critérios rigorosos para a padronizacao quimica das diversas variedades de propolis. Nesse contexto,
as técnicas cromatograficas e hifenizadas, dentre elas HPLC-PDA , LCMS e GC-MS , destacam-se
como ferramentas essenciais para a caracterizagao do perfil quimico da propolis. Essas metodologias
possibilitam nao apenas a identificagdo, mas também a quantificacdo dos constituintes bioativos,
contribuindo para a garantia de qualidade e eficacia dos produtos derivados dessa substancia
(COELHO et al., 2017). Além disso, a produ¢do de "biofilmes" a base de propolis verde observado
nesse agrupamento vermelho, com propriedades bactericidas e acdo contra cepas multirresistentes
como Acinetobacter baumannii e Pseudomonas aeruginosa, tem recebido atenc¢ao significativa na
ultima década (MECCATTI et al., 2023)

O agrupamento em azul destaca pesquisas como a de Machato ¢ demais autores (2016)
e Yuan e colaboradores (2020) que realizaram uma andlise comparativa dos perfis quimicos de
amostras de propolis verde e a propolis cubana. O estudo visou compreender as semelhangas ¢
diferencas na composi¢cao quimica entre essas matrizes, além de investigar suas atividades bioldgicas.
Essa comparagdo, como também artigos de revisao, tem se mostrado essenciais para elucidar as
propriedades terapéuticas dos diferentes tipos propolis em escala internacional e nacional.

Trabalhos inovadores tém sido apresentados na rede do cluster verde, destacando-se o estudo
randomizado controlado de Zhao e pesquissadores (2016), que investigou os efeitos do propolis verde
brasileira em individuos com diabetes mellitus tipo 2 ao longo de 18 semanas. Os participantes foram
divididos em dois grupos: um recebeu 900 mg/dia de propolis verde, enquanto o outro atuou como
controle. Embora nao tenham sido observadas diferencas significativas em marcadores como glicose
sérica e hemoglobina glicada, o grupo que consumiu prépolis apresentou aumentos significativos nos
niveis de glutationa e polifendis totais, sugerindo que essa resina pode ser benéfica na melhoria da
funcao antioxidante em pacientes diabéticos.

Com o avango das pesquisas, a complexidade desse campo tende a aumentar, exigindo uma
analise mais aprofundada para integrar diferentes aspectos cientificos sobre a propolis verde. Esse
levantamento bibliografico tentou esclarecer essas questdes, contribuindo para a compreensao global
da propolis e sua relevancia nos contextos da tltima década.

11



2.3. Composi¢cao quimica da propolis verde

A composi¢ao quimica da propolis impacta fortemente em suas propriedades bioldgicas, e na
sua caracterizacao que ¢ importante para seu controle de qualidade (RIBEIRO et al., 2022).A propolis
¢ composta de resinas (50%), ceras (30%), 6leos volateis (10%), polen (5%) além de outras
substancias (5%), como microelementos e vitaminas (B1, B2, B6, C ¢ E). Os principais constituintes
da propolis sdo: hidrocarbonetos superiores, alcoois; alcoois graxos de cadeia longa; acidos graxos
superiores tipicos de ceras e seus ésteres; aldeidos e cetonas; terpenoides e fenilpropanoides (como
acido clorogénico e acido cafeico); esteroides; aminoacidos; acucares; lignanas, acidos alifaticos;
acidos aromaticos (derivados benzodico e cinamicos); ésteres aromaticos; flavonas e flavonois;
flavanonas; chalconas e diidrochalconas além de minerais (RIBEIRO et al., 2021; SALGUEIRO,
2016).

A pesquisa sobre a propolis tem revelado uma vasta diversidade de substancias, com mais de
300 substancias ja identificadas até o presente momento. Entre estas, destacam-se aminoacidos
essenciais e fenilpropanoides que enriquecem ainda mais o perfil quimico da propolis. Os principais
componentes quimicos nao volateis encontrados na propolis verde pertencem a classe dos polifenois,
como os acidos fenolicos e os flavonoides (PIRES, 2019).

Uma alteragdo notavel nas caracteristicas fisicas da propolis verde (textura e colora¢do da
amostra), que deixa de apresentar dureza e profundidade do verde, tornando-se progressivamente
mais cremosa e pulverulenta estd atrelada a quantidade relativa de triterpenoides em sua composicgao.
A medida que os niveis de triterpenos aumentam e os derivados tipicos de chiquimato diminuem, essa
propriedades visuais sdo observadas sendo necessario a investigagdo dessas substincias apolares
(derivados de cicloartenol e derivados de lipideos fendlicos) na composi¢do da propolis verde e nas
ceras (SALATINO et al., 2005)

2.3.1. As ceras

A cera de abelha ¢ uma substancia liquida secretada pelas glandulas de cera das abelhas
operarias mais jovens que ¢ usada na constru¢do dos favos de mel. A cor da cera de abelha muda de
branco para marrom-amarelado apos o contato com o mel e o polen de abelha. Ela se dissolve
completamente em cloroféormio e parcialmente em alcool fervente. Geralmente, a cera de abelha
consiste em mais de 300 componentes (NAINU et al., 2021).

O processamento da propolis verde bruta envolve etapas relativamente simples e diretas. Apds
a extracdo do mel, os apicultores coletam a propolis raspando-a das colmeias, sendo esta
frequentemente misturada com cera de abelha. Essa mistura € entdo enviada para processamento, e
se apresentar alta quantidade de cera, deve ser lavada com agua quente para a remoc¢do da cera
extrinseca, seguida por secagem ao ar. Em casos de baixa presenca de cera, a mistura avanca
diretamente para a fase de extracdo, na qual a propolis ¢ dissolvida em alcool etilico a 95%. O
processo de filtragem, aliado a remogdo da cera, garante a eliminacao eficaz de materiais indesejados
e da cera remanescente, fato esse importante, porque a propolis com elevado teor de cera, em geral
apresenta menor concentracao de substancias biologicamente ativas (EVRAN et al., 2023).

O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), por meio do “Regulamento
Técnico de Identidade e Qualidade do Extrato de Propolis” (normativa n°® 9 03, de 19 de janeiro de
2001), estabeleceu requisitos rigorosos para a comercializagcdo da propolis nacional. De acordo com
a legislacao brasileira, os parametros de qualidade exigem que a propolis bruta contenha um méaximo
de 25% (m/m) de ceras, e o extrato de propolis ndo deve exceder 1%. Essas diretrizes visam assegurar
a pureza e a eficacia do produto no mercado, garantindo a confianga dos consumidores (PIRES,
2019).

As ceras, que incluem alcanos e 4cidos graxos, sdo insoluveis a baixas temperaturas e sua
determinacgdo ¢ essencial para o controle de qualidade da propolis, uma vez que sdo consideradas
biologicamente inativas e indesejaveis nos extratos (MARTIN, 2019). A cera de abelha ¢ considerada
a cera natural de maior relevancia comercial, e € estavel e altamente resistente a umidade, mas ndo
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resiste ao calor e as pressdoes mecanicas (AHANGARI et al. , 2018). Tem na sua composi¢do uma
mistura de diversos substancias, entre as quais se destacam o acido palmitico, ésteres metilicos e os
¢steres de oleato de alcoois alifaticos de cadeia longa, variando de C30 a C32. Entretanto, sua
composi¢ao € notoriamente variavel, uma vez que ¢ influenciada pelas caracteristicas genéticas das
abelhas (SOLEIMANIAN et al, 2018).

Figueiredo e colaboradores (2015) provaram que niveis de cera presentes na propolis podem
variar com as diferentes regides do Brasil e com as épocas do ano. O teor de cera da propolis verde
da regido metropolitana do Vale do Aco, Minas Gerais foi maior no inverno (10,84%) do que as
amostras de verdo (8,94%) e outono (7,22%). Marcucci ef al. (2022) conduziram o primeiro estudo
de analise térmica utilizando (TGA) e (DSC) para investigar a cera de propolis. Os resultados
demonstraram que a cera presente na resina de propolis apresentou boa estabilidade térmica até¢ 200
°C, um efeito esperado, uma vez que as ceras de propolis sdo predominantemente constituidas por
monoésteres ¢ hidrocarbonetos ndo saturados, cuja composi¢ao confere estabilidade térmica ao
material.

Martin (2019) destacou a utilizagdo da cera de abelha no tratamento da dermatite atopica,
especialmente em virtude da escassez de opgdes terapéuticas seguras e eficazes. O tradicional cold
cream, uma emulsdo 4gua-em-o0leo a base de cera de abelha e borax, ¢ frequentemente empregado na
pratica clinica para amenizar os sintomas dessa condi¢do. A pesquisa evidenciou que a cera de abelha
bruta apresentava acidos graxos alifaticos, enquanto a cera purificada possui predominantemente
acido cerotico (C26) e palmitato de merissila (C46), ambos sendo 4cidos graxos de cadeia.

2.3.2. Derivados Cinamicos

As substancias predominantes da propolis verde sdo os derivados prenilados do acido para-
cumarico, destacando-se a artepilina C, bacarina, capilartemisina e drupanina (Figura 11). Estes
produtos possuem uma gama de propriedades bioldgicas. (CONTIERI ef al., 2022; DOS SANTOS
etal.,2022; COSTA JR et al., 2020; FIORINI ef al., 2021; CUI et al., 2022).
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Figura 11-Substancias predominantes na propolis verde brasileira

O 4acido para-cumdrico ¢ uma susbstancia fendlica, amplamente encontrado em diversas
espécies do reino vegetal. Sua biossintese ocorre a partir da fenilalanina e tirosina, mediada pela do
acido chiquimico, possibilitando sua conversao em outros acidos fendlicos, tais como o acido cafeico,
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acido ferulico e acido sinapico, além de flavonoides e precursores de lignina. Adicionalmente, o dcido
p-cumarico pode participar de reagdes de prenilacdo, tanto em condi¢des naturais quanto em
laboratorios, resultando em &cidos fenolicos mais complexos, como artepilina C (Substancias
predominantes na propolis verde brasileira), drupanina e plicatina B (Figura 12) (VIEIRA et al.,
2024).

HO

Figura 12 - Estrutura quimica de plicatina B ((£)-3-(4-hidroxi-3-(3-metilbut-2-en-1-il)fenil)acrilato
de metila).

Acidos cinamicos prenilados podem estar presentes como ésteres, como o ¢€ster alilico do
acido 3-prenil-cindmico (SALATINO et al., 2005). A artepilina C ((E)-3-[4-hydroxy-3,5-bis(3-
methylbut-2-enyl)phenyl|prop-2-enoic acid), ¢ uma substancia bioativa que foi previamente isolado
da Flourensia heterolepis e de varias espécies de Baccharis, Relhania, sendo um dos principais
acidos fenolicos encontrados nas propolis brasileiras (VIEIRA, 2023). Consiste de um acido p-
hidroxicindmico substituido por grupos prenilas, que conferem uma maior hidrofobicidade e
asseguram sua afinidade por ambientes lipofilicos. Existe uma correlagdo entre as propriedades
biologicas da artepillina C e sua estrutura particular em condigdes fisiologicas saudaveis, pois
melhoram o potencial antioxidante do sistema bioldgico por meio da transferéncia de dtomos de
hidrogénio em uma etapa, principalmente pela interagdo com membranas celulares, provavelmente
devido a presenca de grupos prenilados, evitando a formagao de peroxidagao lipidica causada por
radicais livres que danificam a estrutura da membrana com baixa toxicidade (CAMURI et al., 2018).
E disponibilizada comercialmente pela Fujifilm Wako Pure Chemical Industries Ltd. a um preco de
US$ 495,00/5 mg e sua concentragdo ¢ um indicativo da qualidade do propolis e estudos recentes
ressaltam sua importancia (SHAHINOZZAMAN et al., 2020).

A bacarina (4cido 3-prenil-4-di-hidroxicinamoiloxi cindmico) ¢ um composto fendlico
derivado do acido 3-fenil-2-propendico, com alto potencial para o desenvolvimento de novos
medicamentos sendo uma das principais substancias encontrados na prépolis verde brasileira e sua
fonte botanica, Baccharis dracunculifolia (ALMEIDA-JUNIOR et al., 2024; ZAMARRENHO et al.,
2023 CONTIGLI, et al., 2021). Um estudo pioneiro, in vivo, foi verificado que bacarina e drupanina
demonstraram que sdo responsaveis pela indugao da apoptose em linhas celulares de varios tumores,
suprimindo o crescimento do tumor em camundongos com sarcoma alo-enxertada (MISHIMA et al.,
2005). A drupanina (4cido (FE)-3-(4-hidroxi-3-(3-metilbut-2-en-1-il)fenil)acrilico) possui uma
auséncia de um grupo prenila na molécula e isso aumenta a sua polaridade frente a artepilina C,
fazendo com que ela seja extraida preferencialmente pelo etanol, em virtude de ser a substancia com
caracteristicas mais polares. Dessa forma, os extratos etandlicos apresentaram teores mais elevados
de drupanina, quando comparados com o derivado diprenilado (artepilina C), e consequentemente
teores mais baixos do culifolina (substancia mais lipofilica) (PIRES, 2019).
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Culifolina ou benzopirano (acido (E)-3-[2,2-dimetil-8-(3-metilbut-2-enil)cromen-6-il |prop-2-
enoico) € o sistema heterociclico que consiste em um anel fenil fundido com um anel oxina que ocorre
em varios compostos naturais ( KATIYAR et al, 2022). Varios culifolinas biologicamente ativos
foram isolados de espécies do género Piper, incluindo um culifolina prenilado (BATISTA et al,
2008). O Culifolina ¢ um produto de degradagdo da artepilina C, que especialmente em condigdes de
luz e temperaturas elevadas, se transforma em culifolina por ciclizagao conforme relatado por Arruda
e pesquisadores (2020) e Shahinozzaman e colaboradores (2020).

A capilartemisina foi isolada pela primeira vez por Tazawa e pesquisadores (1998) do extrato
etandlico da propolis verde brasileira e também foi isolada do extrato etandlico de uma amostra de
propolis marrom do estado de Minas Gerais (RIBEIRO er al, 2023). que possuia atividade
significativa contra Leishmania amazonensis. E uma substancia bioativa presente também em
Artemisia scoparia, merecendo atencdo em virtude de suas potenciais propriedades terapéuticas.
Estudos recentes, como o de Hasegawa e demais autores (2021), sugeriram que extratos de outras
espécies de Artemisia podiam ter efeitos benéficos na nefropatia diabética precoce em ratos, inibindo
a oxidacdao de proteinas e a producao de oxido nitrico. Segundo os autores, as tiazolidinedionas
(ligantes sintéticos do receptor y ativado por proliferador de peroxissoma abreviado PPARY) sao
utilizadas para o tratamento do diabetes. PPARY ¢ um tipo de superfamilia de receptores nucleares e
desempenha um papel importante na adipogénese e no metabolismo da glicose. A capilartemisina B
foi identificada como um ligante natural do PPARYy, implicando em seu papel na regulacdo do
metabolismo lipidico.

Outros derivados prenilados estdo presentes na propolis verde na forma de anéis
heterociclicos, tais como cromanos e derivados 2,3-diidrobenzofuranos substituidos. Esteres ndo-
prenilados dos acidos p-cumarico e cafeico sdo reportados com menos frequéncia, a exemplo do acido
rosmarinico que foi identificado pela primeira vez na prépolis verde do Rio de Janeiro por Castro e
Salgueiro (2016), e o p-cumarato de diidroconiferila identificado por Kumazawa e colaboradores
(2003) na propolis verde de Minas Gerais, tais ésteres apresentam estrutura similar & do CAPE,
principio ativo da préopolis europeia (PIRES, 2019).

2.3.3. Os Triterpenos

Os triterpenoides pentaciclicos tém atraido significativa atencdo devido a suas potenciais
propriedades terapéuticas compreendendo diversos grupos que podem ser divididos de acordo com
seus esqueletos basicos em vdrias familias estruturais. As familias mais importantes de triterpenos
sdao derivados de protostano, cicloartano, dammarano e eufano, e derivados pentaciclicos, como
oleanano, ursano, gamacerano, lupano e hopano. A Figura 13 mostra as estruturas de esqueletos
principais selecionados de triterpenos pentaciclicos (BACHO#K & URBAN, 2021). Essas subtéancias
sdo caracterizadas por sua estrutura complexa, que consiste em 30 dtomos de carbono formados por
seis unidades de isopreno (EL-DAWY et al,, 2022; GUERRA et al., 2020).

Figura 13-Estruturas de esqueletos principais dos triterpenos pentaciclicos (BACHO¥IK & URBAN,
2021)
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Possuem uma variedade de efeitos bioldgicos, os acidos triterpénicos provavelmente atuam
em multiplas vias; na verdade, ha muitas revisdes publicadas nos tultimos 10 anos sobre seu
mecanismo de acdo responsdvel por varias atividades, como anticincer, imunomodulador,
antidiabético, antiinflamatorio, cardioprotetor, antiurolitico, antiviral e cicatrizante (MIOC et al.
2022). Sao amplamente distribuidos entre as plantas, e sua baixa solubilidade em agua resulta em
uma biodisponibilidade reduzida, limitando sua aplicagdo clinica (BACHO#K & URBAN, 2021).

Os triterpenos sdo amplamente encontrados em diversos tipos de propolis espalhados pelo
mundo, como Africa, Bolivia, Brasil, Indonésia e Tailandia. Em estudos anteriores sobre propolis
(DA SILVA et al., 2005; KARDAR et al., 2014; PUIIRAHAYU et al., 2019; THANH et al., 2021)
foram relatados a identificagdo de triterpenos do tipo cicloartano (Czo € C31) em propolis de Camardes,
propolis de Mianmar, propolis da Malaia, propolis do Vietna, propolis verde de Teresina e da
caatinga.

Na propolis verde brasileira os triterpenoides derivam de outras fontes além de B.
dracunculifolia (SALATINO et al., 2021), como pode ser verificado no trabalho de Da silva e
colaboradores (2005). Os autores isolaram alguns triterpenos (Figura 14), que também foram
identificados nas cascas do caule da Mangifera indica. Considerando a similaridade na composi¢ao
entre a propolis e os exsudatos de brotos de plantas visitadas por abelhas, foi sugerido que o
mangueiral situado nas proximidades do apiario, favoreceu a coleta da resina pelas abelhas. Analises
preliminares em CCD das fragdes etéreas da propolis neste estudo revelaram natureza terpénica,
identificada pela coloragdo roxa apos revelagdo com sulfato cérico. Albuquerque (2007) também
identificou com sucesso as fragdes de propolis que continham triterpenos, os quais apresentaram
coloracdo avermelhada ao reagir com o reagente de Liebermann-Burchard. Além disso, a
cromatografia em camada fina (CCD) permitiu a verificagdo das fragdes terpénicas através de cores
violetas apds a aplicagdo do reagente vanilina sulfarica e visualizacdo em ldmpada de 365 nm,
conforme demonstrado por Mattos (2009) e Martelanc e colaboradores (2009).

Figura 14-Triterpenos do tipo cicloartano identificados em propolis de Teresina-PI. Substancias: 1-
acido isomangiferdlico, 2- acido mangiferolico, 3- acido mangiferonico, 4 — 24-metileno- cicloartano-
3B,26-diol, 5- 4cido ambdlico e 6-acido ambdnico (DA SILVA et al., 2005).
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2.3.4. Os Flavonoides

Os flavonoides, metabolitos especiais polifendlicos provenientes das plantas, desempenham
um papel crucial em diversos processos fisioldgicos. Seu acumulo nos 6rgios e tecidos vegetais
ocorre em resposta a diferentes condi¢des ambientais e em estagios variados de desenvolvimento. Ja
foram identificados mais de 8.000 flavonoides naturais, amplamente presentes em plantas superiores.
Essas substancias possuem atividades antioxidantes, anti-inflamatoérias, antitumorais, anti-
arteriosclerose, antiproliferativas, estrogénicas e antiestrogénicas (MALLA et al., 2012).

Atualmente, mais de 100 tipos de flavonoides foram separados e identificados de diferentes
variedades de propolis conforme trabalho de CUI e pesquisadores (2022) como flavonas (luteolina),
flavon6is (quercetina), diidroflavonas (pinostrobina e a pinocembrina), diidroflavondis
(pinobanksina), isoflavonas (7-hidroxi-4’ -metoxisoflavona), chalconas e diidrocalconas além de
neoflavonoides cuja estrutura estd relacionada aos flavonoides ou heteroflavonoides. Alguns
trabalham abordam como etapa final o uso de Sephadex LH-20 para isolar ou purificar os flavonoides
e o uso da cromatografia contracorrente de alta velocidade (HSCCC), além de métodos classicos
como cromatografia liquida de média pressio (MPLC) (MARUYAMA et al, 2009;
MOTTAGHIPISHEH et al., 2020)

A ocorréncia de flavonoides na propolis verde, oriunda de Baccharis, destaca a relevancia dos
estudos que investigam essa fonte botanica para o entendimento de sua matriz. Souza e pesquisadores
(2011) realizaram um experimento com dez popula¢des nativas de B. dracunculifolia, coletando
frutos em diversas localidades e cultivando cem individuos de cada grupo em uma éarea experimental.
A andlise mensal revelou a presenga de sete substancias fendlicas. Os resultados obtidos permitram
sugerir que os meses de dezembro e abril seriam a melhor época para a colheita desta planta e
proporcionando os melhores rendimentos qualitativos e quantitativos para estas substancias. O éter
metilico da aromadendrina (Figura 15, em inglés, AME) apresentou grande variacao em relagdo as
demais substancias, e segundo o estudo de Souza (2007) este fato faz deste flavonoide um marcador
quimiotaxondmico de Baccharis ja que ¢ detectado durante todo o ano e em todas as populagdes
estudadas. Nesse contexto, Simdes-Ambrosio e colaboradores (2010) analisaram o impacto da
sazonalidade na producdo das mesmas substancias na propolis, constatando que AME e a bacarina
sao fundamentais para a atividade antioxidante e os extratos com maior atividade antioxidante foram
produzidos em maio, junho e agosto.

O\
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Figura 15- Estrutura quimica do flavonoide AME presente no estudo (SIMOES-AMBROSIO et al.
,2010).

Maruyama e pesquisadores (2009) investigaram os efeitos anti-hipertensivos de flavonoides
isolados da propolis verde brasileira, por cromatografia de exclusao com Sephadex LH-20, em ratos
hipertensos. As fragcdes obtidas foram administradas nos ratos, resultando em quedas significativas
na pressao arterial. Os flavonoides foram identificados como dihidrocanferide, isosakuranetina,
betuletol e canferide (Figura 16). As evidéncias sugerem que a acdo vasodilatadora dessas
substancias pode desempenhar um papel no mecanismo anti-hipertensivo, indicando potencial para a
prevencao da hipertensdo (KHOSHANDAM et al., 2023).
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Figura 16- Estruturas quimicas dos flavonoides presentes noextrato etandlico de propolis testados
em ratos hipertensos. 1-diidrocanferide, 2- isosakuranetina; 3-canferide e 4-betuletol. (MARUYAMA
et al., 2009).

O potencial terapéutico dos flavonoides presentes na propolis verde ¢ mais uma vez
evidenciado pelo estudo de Costa e demais autores (2018), que isolou cinco substancias da propolis
verde brasileira. Destaca-se, entre elas, canferide, que demonstrou efeito gastroprotetor em doses
baixas, corroborando a atividade antitlcera do extrato de propolis verde e seu uso popular. Além
disso, a combinagdo de canferide e betuletol apresentou propriedades antibacterianas, mostrando
eficacia em cremes dentais a base de propolis na manutengdo da saude bucal e prevengao de doengas
periodontais (AMANO et al., 2025). Adicionalmente, Patel & Patel (2024) revisaram as atividades
da aromadendrina, enquanto o flavonol betuletol foi isolado do extrato etanolico da propolis verde
(SHAHA et al., 2022; HATTORI et al., 2011) e derivados do betuletol foram identificados como
potenciais agentes antitumorais (RUBIO et al., 2006).

2.3.5. Os Lipideos fendlicos e derivados

O 4cido anacardico, derivado do 4cido salicilico, ¢ o principal componente extraido da casca
da castanha de caju (Anacardium occidentale L.), representando até 70% de seu conteudo total.
Classificado como lipidio fenolico, apresenta cadeias de carbono variando de 2 a 17 atomos, com 0 a
3 ligacdes insaturadas, conferindo-lhe diversas atividades bioldgicas, incluindo propriedades
antibacterianas e antitumorais (CASTILLO-JUAREZ et al., 2007). Estudos demonstraram que
misturas de acidos anacardicos extraidas da casca da Amphipterygium adstringens possuem atividade
antibacteriana significativa contra o Helicobacter pylori (ARAUJO et al, 2020, MORAES et al.,
2017; LIMA et al., 2008, OSMAN et al., 2019).

O liquido da casca da castanha de caju, rico em acido anacardico e seus derivados, transforma-
se em cardanol por meio de descarboxilagcdo durante o processamento industrial. Cardanol e cardol
sdo substancias apolares caracteristicos das plantas pertencentes ao género da familia Anacardiaceae,
observados tanto em espécies nativas quanto em cultivos (BRAGA ef al., 2021). Plantas da mesma
familia, como Anacardium occidentale e/ou Mangifera indica, contém uma variedade de lipidios
fenodlicos, incluindo cardandis, cardois e derivados do acido anacardico, sendo muitos deles
considerados biomarcadores da resina da mangueira (M. indica) (OIRAM FILHO et al., 2023;
HEMSHEKHAR et al., 2012; BANKOVA et al., 2018; NEGRI et al., 2019). PANT e colaboradores
(2024) observaram que Mangifera indica foi a fonte botanica de propolis nas regioes subtropicais e
tropicais, pois observaram que as abelhas extrairam tanto a resina da casca, quanto o latex dos frutos,
resultando em uma mistura rica em lipidos fendlicos.

Silva e pesquisadores (2008) relataram o isolamento e identificacdo de triterpenos e dos
derivados fenolicos cardanol, cardol e 4cido anacardico da propolis produzida por Apis melifera,
destacando sua presenga em amostras coletadas em Teresina, Piaui, onde os cajueiros (Anacardium
occidentale) nas proximidades do apiario influenciaram essa composi¢ao (Figura 17). Além disso,
foram evidenciados estudos acerca da atividade antibacteriana do extrato etandlico da propolis contra
patogenos como Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Shigella spp.
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Figura 17-Lipidios fendlicos isolados/identificados no extrato metanolico da propolis produzida por
A. mellifera

Em contrapartida, o estudo conduzido por Popova e demais autores (2021) evidenciou a
presenca de cicloartanos e lipidos fenolicos na propolis derivada de Mangifera indica. A pesquisa
comparou o perfil quimico dessa resina com amostras de propolis de diferentes espécies de abelhas
sem ferrdo e de Apis mellifera, identificando 25 substancias entre os quais se destacam acidos graxos
e acidos anacardicos. Em complemento, Popova e colaboradores (2022) analisaram o perfil quimico
e a atividade antioxidante de propolis de seis espécies de abelhas sem ferrao do Vietna, revelando
mais de 70 substancias, incluindo lipidios fendlicos (cardandis, resorcindis e acidos anacardicos com
19 carbonos, C19:0 e C19:1) e triterpenos.

A arvore Schinus terebenthifolius, popularmente conhecida como “aroeira vermelha”,
destaca-se no Brasil por sua contribuicdo a medicina popular e ganha destaque como fonte botanica
da propolis e de lipidios fenolicos. Substancias isoladas da aroeira tem sido amplamente utilizada
para o tratamento de Ulceras, problemas respiratorios e artrite, além de apresentar propriedades anti-
sépticas e anti-inflamatérias (PACHECO et al., 2022). Pesquisas recentes t€ém isolado metabdlitos
bioativos, incluindo derivados do acido anacardico, que demonstram potencial inibitério sobre a
enzima gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase de 7. cruzi, um alvo relevante no combate a
tripanossomiase. Além disso, estudos sobre a composi¢cdo quimica da propolis de diferentes regides
brasileiras identificaram a presenca desses compostos, refor¢ando a importancia de S. terebenthifolius
como fonte botanica (UMEHARA et al. , 2020; SAWAYA et al., 2007).

Carneiro e colaboradores (2016) conduziram uma analise comparativa entre extratos de
propolis da abelha sem ferrdo Tetragonisca angustula e resinas da planta Schinus terebinthifolius,
utilizando a espectrometria de massas de ionizagdo por eletrospray de infusao direta (ESI-MS). Os
resultados indicaram que as flores de S. terebinthifolius sao a principal fonte resinosa para a propolis
de T. angustula, devido a similaridade em seus perfis quimicos. Os autores sugeriram a presen¢a de
acidos diterpénicos nas resinas de diferentes partes da arvore, e a analise de massa em alta resolug¢ao
permitiu a formulacdo da composicdo molecular desses compostos. Apesar da similaridade
composicional, as investigagdes sobre atividade bioldgica mostraram que o extrato de S.
terebinthifolius apresentava maior atividade, possivelmente devido a variagdes quantitativas ligadas
ao frescor do material, apontando para a necessidade de estudos adicionais para o isolamento e
caracterizacao dessas substancias.

Em estudo realizado por Surek e demais autores (2021), foi avaliada a composi¢cdo quimica
dos extratos de propolis de A. mellifera e diversas espécies de Meliponini, destacando a presenca de
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lipidios fendlicos, especialmente o 4cido anacardico. Embora tenha sido observado um ion em LCMS
com massa exata de 402.3134, a identificagdo da substancia ndo foi confirmada. Pesquisas adicionais,
como a de Negri e colaboradores (2019), identificaram cardanois e carddis em extratos hexanico e
cloroférmico da propolis verde de Sao Paulo, utilizando GC-MS, corroborando dados da biblioteca
NIST. Na andlise, os lipidios fendlicos foram os principais constituintes do extrato hexanico. Por
outro lado, Araujo e pesquisadores (2015) estudaram a composi¢do quimica da geopropolis
produzida por Melipona fasciculata, enfocando suas propriedades antimicrobianas, anti-tumorais e
imunomoduladoras, destacando a importancia dos triterpenos ¢ do acido anacardico em combinagdo
com cloranfenicol.

Assim, ¢ evidente a contribuigdo de diversas fontes botanicas, como S. terebinthifolius e M.
indica, na producao da propolis verde. A identificacdo de derivados de lipidios fenodlicos como
constituintes quimicos dessa matriz ressalta a complexidade de sua composi¢ao. No entanto, hd uma
escassez de pesquisas voltadas ao isolamento dessas substancias especificas dentro dessa resina, o
que limita a compreensdo aprofundada de suas potenciais aplicagdes e propriedades.

2.4. Atividade antiviral contra SARS-CoV2

Desde o inicio da pandemia da Covid-19, estudos t€ém demonstrado que o fortalecimento da
imunidade dé ao corpo humano maiores chances de combater e se proteger contra o virus da SARS-
CoV2. A busca por substancias antivirais de origem vegetal ¢ uma das preferidas no mundo cientifico
para uso na fitoterapia, e a China desempenha um papel de lideranca em pesquisas relacionadas a
medicina tradicional. Nas ultimas décadas, estudos aprofundados sobre fitoquimicos com atividade
antiviral ganharam grande importancia (SILVA-BELTRAN er al., 2023). Uma variedade de
metabolitos ativos, incluindo alcaloides, proteinas, flavonoides, terpenoides, lignanas, polifenois e
cumarinas, demonstraram ter aplicagdes terapéuticas contra varios virus (KUMAR et al., 2023). Um
pré-requisito ¢ que esses metabolitos ativos tenham efeito antiviral e inibam a interagdo entre a
proteina S (que permite a ligacdo aos receptores celulares que desencadeiam a entrada do virus na
célula hospedeira) e os receptores da membrana celular hospedeira (SILVA SOBRINHO et al., 2022).

Plantas medicinais e resinas vegetais, como a propolis, ddo origem a uma variedade de
compostos biologicamente e/ou farmacologicamente ativos No entanto, o papel farmacoldgico
natural da propolis no gerenciamento da COVID-19 permanece pouco explorado (ANSHORI et al.,
2024). A pesquisa em produtos naturais € o principal caminho para a descoberta de novas estruturas
que tenham potencial para produzir medicamentos eficazes para diversas doengas humanas
(NEWMAN & CRAGG, 2020). Os beneficios a saude, o custo acessivel e a facilidade de uso fazem
da propolis um excelente tratamento complementar para fortalecer a imunidade e combater infecgdes.
Por isso, o interesse internacional pela propolis produzida no Brasil € crescente, com sua inclusao em
diversos estudos ao redor do mundo, especialmente no Japao (BERRETTA et al., 2017).

O estudo realizado por Silveira (2023) (SILVEIRA et al., 2023) indicou que o consumo de
propolis por pacientes hospitalizados com Covid-19 resultou na redug¢do do tempo de internagao
hospitalar ( KULAKSIZ et al., 2023). Portanto, investir em estudos que visem a extragdo, isolamento
e identificagdo de substancias bioativas presentes em plantas parece ser uma estratégia para combater
a acao de diferentes tipos de virus pertencentes a familia coronaviridae, incluindo o responsavel pela
atual pandemia global (ZAROWSKI & KARPINSKI ef al., 2023). Varias literaturas publicadas tém
incentivado o uso de produtos apicolas, como mel, prépolis, pélen de abelha, pao de abelha e até
mesmo veneno de abelha, no tratamento da COVID-19 (NAINU et al., 2021).

A ACE2 ¢ uma proteina de membrana integral tipo I, classificada como uma enzima
metaloprotease, composta por 805 aminoéacidos e possuindo uma sequéncia de consenso de ligagao
de zinco HEXXH-E em seus sitios ativos. A alta contagiosidade da COVID-19 ¢ atribuida a facilidade
com que o0 SARS-CoV-2 se liga a ACE2 humana, superando outros coronavirus nessa interacdo. Em
resposta, pesquisas t€m sido direcionadas ao desenvolvimento de agentes que possam competir
eficientemente pela ACE2, visando bloquear a entrada viral nas células humanas. No estudo de Giler
e pesquisadores (2021) foram investigadas por docking molecular 10 flavonoides abundantes em
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extratos etandlicos de propolis da Anatolia 8 ACE2 com a do MLN-4760, um bloqueador conhecido
da ACE2. Rutina, éster fenetilico do 4cido cafeico (CAPE), miricetina, quercetina, pinocembrina e
hesperetina (em ordem) expressaram uma afinidade de ligagao a ACE2 maior do que a da molécula
inibidora natural de referéncia.

Estudos in silico investigaram o potencial de ligacdo de compostos bioativos da prépolis as
proteinas do SARS-CoV-2 (Mpro e S2) que sdo essenciais para sua replicagdo. A protease-chave
(Mpro) e a RNA polimerase dependente de RNA (RdRP), que sdo responsaveis pelo processo
proteolitico da poliproteina viral, bem como pela replicag@o e transcricdo do genoma viral, sdo dois
alvos promissores de medicamentos para doencas relacionadas ao SARS-CoV. Nesse contexto,
Shaldam e coautores (2021) relataram a afinidade de ligagao de 14 fendlicos e terpenos selecionados
encontrados no mel e na propolis contra as enzimas Mpro e RNA polimerase dependente de RNA do
virus SARS-CoV-2. Destas substancias, o acido p-cumarico, o acido elagico, o canferol e a quercetina
apresentaram as interagdes mais fortes. Ja a artepilina C, acido elagico, hesperetina, canferol e
quercetina foram os mais ativos na principal protease (Mpro).

Pesquisa realizada por Avelar e sua equipe avaliou 18 derivados de triterpenos como
potenciais inibidores do dominio de ligacdo ao receptor (RBD) da proteina spike, utilizando técnicas
de docking molecular e simula¢des de dindmica molecular. Os resultados indicaram que pelo menos
trés derivados — acido oleanodlico, dcido moronico e acido ursélico — apresentaram energias de
interacdo compativeis com a do 4cido glicirrizico, uma molécula referéncia nesse contexto. A
dindmica molecular sugeriu que os acidos oleandlico e ursélico poderiam induzir mudangas na
conformagdo da proteina spike, comprometendo a interagdo com o ACE2. Além disso, outro estudo
conduzido por Santos e colaboradores (2024) demonstrou a eficdcia antiviral da bacarina e da
artepilina C contra a COVID-19, enquanto a pesquisa de Omar e seus coautores (2023) elucidou a
estrutura cristalina da protease 3CLpro, principal enzima proteolitica do SARS-CoV-2, destacando a
bacarina como um inibidor eficaz em analises in silico e experimentais.

Marcucci (1995) afirmou que as atividades antivirais dos acidos cafeicos, flavonoides, acidos
aromaticos e seus ésteres na propolis podem prevenir a transmiss@o, bem como a propagacao de virus.
Os ingredientes ativos encontrados no propolis, como éacido cafeico e quercetina, apresentam uma
quantidade suficiente de inibi¢cdo contra a helicase SARS-CoV-2 no corpo humano. Varias opgdes de
terapia para COVID-19 tem sido investigadas e o melhor curso de acdo esta em constantemente
sendo avaliado em pesquisas académicas desde 2020 (MANI et al., 2020).

2.5. Atividade Anticincer

Atualmente, ha um interesse crescente em produtos apicolas, particularmente em termos de
suas potenciais atividades anticancer pois estes podem interferir no desenvolvimento de células
cancerigenas com uma ampla gama de mecanismos citotoxicos. As atividades anticancer dos produtos
apicolas sdo avaliadas principalmente usando ensaios MTT in vitro. Portanto, uma avaliacdo
detalhada desses produtos contra modelos animais portadores de cancer € necessaria para obter uma
visao mais profunda sobre a influéncia de diferentes fatores nas poténcias desses produtos naturais
(NAINU et al., 2021).

A pesquisa para tratamentos oncoldgicos com compostos prenilados presentes na composi¢ao
da PVB (como artepilina C e bacarina) bem como inumeros derivados de triterpenos pentaciclicos
tem ganhado amplo destaque na tltima década. O estudo das propriedades anticancer da propolis
resultante de diferentes espécies de abelhas encontradas em varias localizagdes geograficas no
tratamento de linhagens celulares de cancer de mama, co6lon, figado, pulmdo e pancreas foi
amplamente documentado nos ultimos anos (ZULLKIFLEE ef al., 2022). Descobertas ilustram o
vasto potencial terapéutico da apiterapia, principamente da propolis verde brasileira, indicando novas
dire¢des para o desenvolvimento de farmacos contra o cancer, como ¢ o caso artepilina C e drupanina
contra cancer de mama (YAMAGA et al., 2024) e cancer de ovario (MIZE et al.,2023), inibicao das
enzimas colagenase e elastase por moléculas de artepilina C e aromadendrina com valores de Clso
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excelentes a bons de 16,65 ¢ 0,79 uM para artepilina.C e 7,31, 19,38 e 10,56 uM para aromadendrina
(WANG et al., 2024). Além disso, outras propolis além da brasileira como o caso da propolis chinesa
e coreana exibem fortes propriedades antiangiogénicas que ajudam a prevenir a inflamagdo e o
cancer (AHN et al., 2009).

Artepilina C tém demonstrado, em estudos recentes, a capacidade de induzir apoptose e inibir
a divisdo celular anormal em carcinomas e melanomas malignos (SIMANJUNTAK et al., 2024;
RANA & BAJWA, 2023). O impacto da artepilina C na sinaliza¢ao androgénica em células de cancer
de prostata como também sua eficécia citotdxica contra MCF-7, implicam um potencial significativo
na prevencao da recorréncia do cancer de mama (OTA et al., 2023; MEIRELLES et al., 2024).

Pesquisa realizada por Li e colaboradores (2024) ressaltaram a eficicia da bacarina na
inibicao da isoforma AKRI1C3, associada a progressao do cancer. Aldo-Keto Reductase Family 1
Member C3 (AKR1C3) funciona como uma enzima essencial na biossintese de androgenos. Niveis
elevados de AKR1C3 ativam a via de sinalizacdo do receptor de andrégeno (AR), contribuindo para
a recorréncia do tumor e conferindo resisténcia as terapias contra o cancer. A superexpressao de
AKRIC3 serve como um fator oncogénico, promovendo proliferagdo, invasao e metastase de células
de carcinoma, e esta correlacionada com prognoéstico desfavoravel e sobrevida global em pacientes
com carcinoma.

Estudos adicionais, como o de Gastaldello e coautores (2021), confirmaram as propriedades
antimitdticas e antiangiogénicas da bacarina em modelos animais de melanoma induzido. Por fim, a
inducdo de apoptose em linhagens celulares de cancer por meio da bacarina, artepilina C e drupanina
foi corroborada pela pesquisa de Akao e pesquisadores (2003), consolidando o papel dessas
substancias na luta contra diversas neoplasias. Resumidamente, a Figura 18 ilustra os diversos
mecanismos de a¢ao da bacarina na prevencao de diferentes tipos de cancer.

Figura 18- Fluxograma dos mecanismos propostos da Bacarina contra tumores. Adaptado de
CAMPO et al.,, 2023.

Revisdes como de Jang e pesquisadores (2015) reforcam a necessidade de investigar a eficacia
de capilartemisina em patologias criticas, como cirrose e cancer hepatico. E revisdes recentes, como
as de El-dawy e colaboradores (2022), indicam que triterpenoides podem desempenhar um papel
crucial na supressao da tumorigénese in vivo € in vitro, promovendo mecanismos celulares como
apoptose e interrupgao do ciclo celular.

Desde a descoberta por Pisha e coautores em 1995 da eficiéncia anti-melanoma seletiva do
acido betulinico, os triterpenos pentaciclicos entraram no estudo de varios grupos de pesquisa para
identificar sua capacidade de combater varias doengas, em particular tumores malignos (MIOC et al.
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2022). Acidos triterpénicos pentaciclicos derivados de plantas tém ganhado cada vez mais atengio
devido as suas multiplas atividades bioldgicas. O acido betulinico ¢ o 4cido ursélico modulam
diversas vias na carcinogénese € possuem agao contra o cancer de mama triplo negativo (GUERRA
et al., 2020).

Segundo Wotiniak e pesquisadores (2023), as caracteristicas do acido ursoélico incluem
potencial anticancer, propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias, protecdo de 6rgdos internos
contra danos induzidos quimicamente e potencial antimicrobiano diretamente conectado com o papel
do 4cido no sistema de defesa das plantas. O lupeol, reconhecido por sua potente atividade anticancer
e efeitos colaterais minimos em estudos pré-clinicos, tem mostrado grande potencial terapéutico. Uma
abordagem sinérgica envolvendo lupeol e 5-fluorouracila demonstrou eficicia no combate a
quimiorresisténcia mediada por c-MET/EphA2 em cancer de mama triplo negativo, resultando em
respostas anticancer promissoras em modelos in vitro, in vivo e em culturas de tumor ex vivo derivadas
de pacientes (MITRA et al. 2023).

2.6. A cromatografia contracorrente (CCC)

O isolamento de substancias a partir de matrizes complexas, como a propolis verde, ¢ um
desafio que requer metodologias de separacao eficazes, com a cromatografia preparativa sendo uma
dos métodos mais empregados. Para melhorar esse processo, ¢ essencial adotar métodos que sejam
econdmicos, rapidos e que reduzam perdas de amostra. Embora a aplicagdo de métodos
cromatograficos em etapas multiplas possa resultar em analitos com purezas adequadas, os
rendimentos frequentemente sdo insatisfatorios (SEGET et al., 2006).

A cromatografia contracorrente (CCC), desenvolvida nas décadas de 1970 e 1980, aparece
como uma solugdo inovadora oferecendo alta capacidade de carga e baixo consumo de solvente
(KOSTANYAN et al., 2020). A técnica se baseia na particdo liquido-liquido, na qual a fase liquida
estaciondria € retida dentro da coluna do aparelho usado no processo cromatografico sem auxilio de
um suporte solido. Sendo assim, evita adsor¢des irreversiveis de compostos polares. Uma das fases
do sistema de solvente bifasico permanece fixa na coluna do aparelho enquanto a outra fase ¢
bombeada (MENDONCA et al, 2024).

A fase estacionaria ocupa a maior parte do volume total da coluna, esta retengdo no interior
da coluna ¢ denominada de “retencdo da fase estaciondria” e desempenha um papel importante no
nimero de pratos tedricos e na resolucdo do processo (CONWAY, 1990). Como ndo ha suporte
solido, a adsor¢do ndo contribui para a retencdo e separacao do soluto. A separagdo ¢ determinada
apenas pelo coeficiente de distribuicdo (K) do soluto no sistema de solvente que esta sendo utilizado.
K ¢ expresso como a razdo da concentracao do soluto (considerando-se todas as formas quimicas
presente) na fase estaciondria em relacdo a concentracdo do soluto (em todas as formas) na fase
movel, sendo este pardmetro o Unico que assegura a retencdo do soluto, permitindo o processo
cromatografico (MILATO, 2015).

Desde a introducdo da CCC em 1970, a técnica evoluiu rapidamente. Os primeiros aparelhos
desenvolvidos utilizando for¢a gravitacional, CCC de goticulas e CCC de rotacdo locular, foram
substituidos por equipamentos mais eficientes, que utilizavam forga centrifuga para retencao da fase
liquida estaciondria: CCC hidrostatico utilizado em equipamento de cromatografia de particdo
centrifuca (CPC) e CCC hidrodinamico utilizado em equipamento de cromatografia contracorrente
(CCC) (LEITAO et al., 2012). No final da década de 1960, Yoichiro Ito, o inventor da cromatografia
contracorrente de alta velocidade (HSCCC), contribuiu significativamente com a publicagao de 600
artigos e 50 patentes sobre a técnica (JERZ & WINTERHALTER, 2020).

Atualmente os equipamentos vendidos para cromatografia contracorrente sdo centrifugas, ou
seja, utilizam a forga centrifuga para reter a FE (BERTHOD et al., 2009). O sistema hidrodindmico
utiliza dois eixos de rotagdo, mimetizando o movimento planetdrio, promovendo campo de forca
centrifuga varidvel ao longo da coluna. Quando a forga centrifuga é grande, ocorre decantagdo de
fases, e quando a direcao da forga inverte, ocorre mistura de fases, alternando zonas de decantacao e
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mistura, auxiliando o processo de parti¢ao e conseqiiente separagdo (Figura 19) (ITO, 2005). Tanto
a fase mais densa quanto a menos densa podem ser utilizadas como fase moével, modificando-se
apenas o sentido da rotagdo utiliza colunas baseadas no equilibrio hidrodinamico entre as duas fases
liquidas. Em um sistema hidrodindmico a fase estaciondria encontra-se retida por toda a coluna. A
fase movel percorre a coluna sempre estando em contato com a fase estacionaria, ou seja, ha um
movimento de equilibrio por toda a coluna de forma constante (GUO et al., 2020; FRIESEN et al ,
2015; POOLE, 2020).
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Figura 19 - Representacdo da distribuicdo das fases em uma coluna em espiral (ITO, 2005).

O movimento planetario somado a configuracdo em espiral da coluna sdo responsaveis por
deslocar as fases para uma das extremidades da coluna denominada cabega, a extremidade de alta
pressdo. A outra extremidade da coluna ¢ chamada de cauda, a extremidade de baixa pressdo. E
devido a diferenga de densidade entre as fases, a mais densa seguira para a cauda, deslocando a menos
densa para a cabega. A velocidade de rotacdo do aparelho ¢ ajustavel de 0 al000 rpm no sentido
‘cabeca-cauda’ (BERTHOD et al, 2009; FIGUEIREDO, 2012).

CCC vem se tornando uma técnica preparativa amplamente aplicada na area dos produtos
naturais, sendo usada para fracionar extratos brutos assim como fragdes semi-puras em quantidades
que variam de miligramas a gramas e no fracionamento bioguiado (Y1 ef al., 2016; MENDONCA et
al,2024) . Comparada com a cromatografia em coluna, ela ndo emprega uma fase estacionaria solida
ou suporte e tem vantagens Unicas sempre que interacdes de superficie sortivas tornam as separagdes
em coluna impraticaveis (POOLE, 2020).

O conhecimento sobre cromatografia contracorrente e suas técnicas associadas tem se
disseminado de maneira gradual, mas solida, ao redor do mundo, com mais de 500 instituigdes
atualmente dedicadas a pesquisa em CCC/CPC (JERZ & WINTERHALTER, 2020). Essa crescente
de produgdes cientificas da cromatografia contracorrente evidencia seu potencial na purificacao de
substancias, solidificando seu papel como uma ferramenta essencial na pesquisa e na industria
contemporanea. Um aspecto crucial sobre CCC ¢ a necessidade de empregar sistemas de solventes
compostos por duas fases liquidas imisciveis (sistemas bifasicos). Nesses sistemas, uma fase
desempenha o papel de fase estaciondria, enquanto a outra atua como fase movel. A técnica
fundamenta-se na parti¢do de um soluto entre essas duas fases, regida pelo coeficiente de particao ou
de distribuicdo (K ou Kp), que idealmente deve estar entre 0,5<K<2,0 no sistema escolhido
(SANTOS et al., 2024).
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A natureza liquida do sistema permite uma ampla variedade de combinagdes de fases
imisciveis, conferindo seletividade ao isolamento de substincias com diferentes polaridades.
Portanto, a sele¢do cuidadosa de um sistema bifasico apropriado € crucial para o €xito na separacao
de misturas, sendo aconselhavel a adogdo de estratégias especificas para tal (MELLO & LEITAO,
2023; LEITAO et al., 2012).

A CCC tem varias vantagens sobre outras técnicas cromatograficas, como versatilidade em
relagdo as fases moveis/estacionarias, onde ambas, superior ou inferior, podem ser usadas como fase
moével, bem como facil escalonamento, baixo consumo de solvente e tempo de anélise diminuido
quando comparado a outras técnicas preparativas (YANG et al, 2020). Estudos recentes
demonstraram que a CCC preserva a integridade de compostos sensiveis e promove praticas de
quimica verde, reduzindo o uso de solventes toxicos e o impacto ambiental (SKALICKA-WOUNIAK
etal.,2014).

A configuracdo tipica da cromatografia liquida em contracorrente (CCC) assemelha-se a
utilizada em outros tipos de cromatografia (Figura 20), incluindo um reservatério de fase movel e
estacionaria, uma bomba, uma valvula de injecdo, uma bobina, um detector € um processador ou
registrador de dados. Neste contexto, a escolha do sistema de solvente ¢é crucial, representando cerca
de 90% do esforgo total necessario no CCC (ITO, 2005).

Cada componente do sistema pode impactar significativamente o desempenho da separagao,
tornando a determinagdo cuidadosa dos parametros operacionais uma etapa essencial para o éxito do
fracionamento (VIEIRA et al., 2015). Nesse contexto, Berthod e seus colaboradores (2002) salientam
um aspecto importante referente ao preenchimento dos aparelhos de CCC de acordo com o sistema
solvente adotado. Quando a fase estacionaria selecionada ¢ a mais densa, o preenchimento ocorre em
dire¢dao da cauda para a cabega, caracterizando o modo de fase normal. Em contrapartida, se a fase
estaciondria corresponde a fase liquida superior, o preenchimento ¢ realizado na dire¢do oposta, da
cabeca para a cauda, configurando o modo de fase reversa nos equipamentos hidrodindmicos.

Figura 20 - Configuragdo genérica de equipamentos de CCC e possiveis parametros para ajustar em
cada componente. Adaptado de VIEIRA et al., 2015.

Desde sua inveng¢do, a HSCCC tem-se consolidado como uma ferramenta versatil para a
separacao de componentes de produtos naturais. Essa técnica sobressai na extragdo de fragdes
fendlicas e no isolamento das substincias fenolicas, demonstrando um potencial significativo na
separacao desses constituintes, especialmente em contextos preparativos, conforme proposto por Li
e coautores (2022). Tal capacidade ressalta a relevancia da HSCCC na separacdo e purificacdo de
substancias presentes em produtos apicolas.
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Para o levantamento bibliografico acerca da cromatografia contracorrente, utilizou-se a
plataforma web of science utilizando como topico a palavra “countercurrent chromatography”
realizada no intevalo de 2014 a 2024 e foram encontrados ao todo 778 publicacdes. Nao seria possivel
avaliar cada uma das 778 publicacdes obtidas contudo o uso da IA facilita a geracdo de uma de dados
organizadas em clusters conforme afinidade entre os termos. Esse banco de dados de palavras foi
inserida no software do Vosviewer para a visualiaza¢ao da rede bibliométrica e em quais pesquisas
as palavras chaves estdo relacionadas (Figura 21).

Selecao da Colegio de Rede Visualigio e
data base documentos bibliogrifica interpretacao

dos dados
gerados

(Web of Science) (778 publicacoes) em Vosviewer
\

*Analise de co-ocorréncia das
palavras chaves
* 17 n® de ocorréncia

Figura 21-Modelo de mapeamento das principais tendéncias e lacunas na pesquisa sobre a propolis
no Brasil. Propria autoria.

Como critério, foram analisadas a co-ocorréncia de todas as palavras chaves encontradas em
todas a 778 publicagdes chegando a um total de 3941 palavras-chaves, considerando 17 como o
nimero minimo de ocorréncias para cada palavra-chave, e com isto chegou-se a 33 palavras conectas
entre si em temas descritos em cada circulo da Figura 22. Criou-se o mapa de interagdes entre os
grupos e a analise de 3 clusters (vermelho, verde e azul) que foram distribuidos com a forca de
associacao entre eles.

O cluster verde revela as palavras-chave mais frequentes utlizadas em CCC e que traduzem
seu objetivo principal: “separagdao”( (CHEEL et al., 2016), purificacdo” (MICHEL et al., 2023) ,
“extra¢do” (YANG et al., 2024) e “separagdo preparativa” (LI et al., 2024; LIU et al., 2024). A
existéncia da aproximidade entre as palavras “separagdo preparativa” e ‘“‘centrifugal partition
chromatography” (CPC) ¢ um indicativo que essa técnica esta intimamente ligada a fracionamentos
em larga escala. Dentre as vantagens das técnicas hidrostaticas (CPC), como a possibilidade de
trabalhar com altas vazoes, destaca-se a excelente retencdo de todos os sistemas de solventes,
principalmente daqueles compostos por solventes de alta polaridade e viscosos, incluindo os sistemas
de solventes aquosos bifasicos, que ndo sao retidos em colunas hidrodindmicas (HSCCC) (LEAL et
al., 2022).

Aumentar a separagdo para produzir uma quantidade suficiente da molécula de interesse ¢
conhecido como escalonamento ou “scale up” em inglés. As colunas de CCC hidrodindmicas e CCC
hidrostatico estdo disponiveis desde a escala laboratorial até a escala industrial. Em sistemas CCC
hidrodindmicos, o aumento de escala foi demonstrado como linear simplesmente considerando a
razao dos volumes das colunas e/ou a razao das se¢des do tubo. Para instrumentos CCC hidrostaticos,
muitos exemplos tendem a provar que instrumentos CPC de larga escala tém melhor desempenho do
que CPCs de pequeno volume (BOUJU et al., 2016). O “scale up”’possui inimeros publicagdes em
CPC indicando que esse tipo de técnica ¢ frequentemente escolhida como técnica preferencial em
relagdo a HSCCC (COSTA et al., 2017) o que justifica a proximidade entre as palavras chaves “scale
up” e “CPC”.
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Além disso, observa-se no agrupamento verde a aplicacao de liquidos i6nicos utilizados no
geral em CPC (ROCHA et al., 2022). As separagdes de alcaloides possuem artigos que descrevem o
isolamento de alcaloides por HSCCC convencional por refino de zona de pH o que justifica a
proximidade das palavras chaves “alkaloids” e “HSCCC” (LEITAO et al., 2021).

Figura 22-Mapa bibliométrico obtido pelo software VOSviewer versio 1.6.16 (
https://www.vosviewer.com), usando “cromatografia contracorrente” como palavras-chave,
registrado no banco de dados web of sciense no periodo de 2014 a 2025 (realizado em 8 de outubro
de 2024).

Por outro lado, o cluster azul ilustra a interligacdo entre pesquisas focadas em separagdes
enantiométricas ¢ a otimizagao de sistemas de solventes, evidenciando outra vertente de inovagao na
area de separagdes quimicas por CCC. O distanciamento dessa rede frente aos cluster vermelho e
verde sdao um indicio da escassez de pesquisas relacionados ao tema. A pesquisa de Jin e
colaboradores (2020) destacou a enantiosepara¢do bem-sucedida do acido 2-(4-clorofenil)succinico
por meio de cromatografia em contracorrente, utilizando hidroxipropil-B-ciclodextrina como seletor
quiral. Foi empregado um sistema de solvente com duas fases, formado por n-hexano, acetato de etila
e tampao fosfato 0,1 mol/L ajustado para pH 2,65, na propor¢ao 5:5:10 (v/v). Com condigdes
otimizadas, 20 mg de racemato foram enantioseparados com uma recuperacao entre 70-75% e pureza
de 99,0%.

O cluster vermelho representa um segmento significativo de estudos focados nas separagdes
e purificagdes que utilizam a técnica de HSCCC, abrangendo o fracionamento de folhas, extratos
brutos, polifenois, glicosideos, substancias fendlicas e flavonoides. A analise do tamanho dos circulos
que representam CPC e HSCCC indica que ambas as abordagens possuem importancia equivalente,
embora abranjam tematicas diversas. No estudo de Lu e pesquisadores (2024), uma cromatografia
combinada de HSCCC com método HPLC preparativo foi desenvolvida para isolar os cinco
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polifendis antioxidantes do extrato etanolico de 75% das folhas de Malus pumila Mill. O sistema de
solvente de acetato de etila/metanol/agua (10:1:10, v/v/v) permitiu o isolamento de floridzina (15,3
mg), isoquercitrina (2,1 mg), quercetina 3-O-xilosideo O-xilosideo (1,9 mg), quercetina-3-O-
arabinosideo O-arabinosideo (4,0 mg) e quercitrina (2,0 mg) com purezas acima de 92%.

Os produtos naturais e as substancias isoladas, como flavonoides, alcaloides, esteres e
glicosideos, foram encontrados nas palavras chaves dos 778 artigos cientificos que emergiram de
diferentes matrizes e paises. No entanto, produtos apicolas e/ou propolis ndo apareceream na rede
bibliométrica (Figura 22) e nas 3941 palavras chaves gerados pela IA na qual dentre os 778 artigos
apenas 4 possuiam referéncia a palavra préopolis.

Ao mapear esses dados por regides, constatou-se que 61 paises contribuiram para essa
producdo cientifica na ultima década. Dentre eles, foram selecionados 28 paises que se destacaram
na pesquisa sobre CCC, cujas informagdes foram organizadas na plataforma mapschart (Figura 23),
evidenciando a colaboragdo global e o interesse crescente em técnicas de separacao e purificacdo no
campo da ciéncia dos produtos naturais.

Figura 23-Distribui¢do mundial de publica¢des sobre cromatografia contracorrente na tltima década
(2014 a 2024). Figura criada com https://www.mapchart.net

No que se refere a producao cientifica por pais, a China se destacou com 386 publicagdes,
seguida pela Alemanha com 135 e pelo Brasil com 62. Em contraste, paises como Canadd, Ardbia
Saudita, Italia e Grécia mostraram-se menos produtivos em separacdes com CCC. Além disso,
identificou-se uma lacuna significativa na literatura cientifica, especialmente no que tange ao uso da
cromatografia contracorrente (CCC) na separacdo de substancias da propolis: quatro artigos foram
publicados no Brasil (do total de 62 publicagdes brasileiras) e apenas um artigo da Ardbia Saudita
dentre as quatro pesquisas desenvolvidas nesse tema pelo pais arabe. No Brasil, entre as quatro
publicacdes existentes, somam-se apenas trés publicagoes em periddicos sobre a propolis e, uma
publicacdo com sua fonte botincia B. dracunculifolia (Figura 23).

2.6.1. Fracionamento da propolis brasileira por CCC
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O fracionamento da propolis ¢ essencial para a separacdo e identificagao das substancias
bioativas que contribuem para suas propriedades. Técnicas de fracionamento, como a cromatografia
contracorrente, permitem a obtengao de extratos mais puros e concentrados, o que pode potencializar
suas aplicacdes. O fracionamento eficaz pode facilitar a pesquisa e desenvolvimento de novos
produtos a base de propolis, melhorando sua qualidade e eficacia. A CCC ¢ uma ferramenta poderosa
no campo de trabalho fitoquimico, pois permite o fracionamento de extrato vegetal em substancias
principais existentes e também o enriquecimento de substancias minoritarias. Esta caracteristica ¢
ainda mais perceptivel quando escalas semipreparativas e preparativas sdo empregadas (COSTA et
al. ,2021).

Embora técnicas manuais, como cromatografia liquida a vécuo, colunas abertas e
cromatografia em camada delgada, geralmente obtenham analitos com pureza satisfatoria, elas
frequentemente resultam em baixos rendimentos (JERZ et al., 2014). Como alternativa a estes
desafios, a CCC permite a recuperagao total do analito devido a retengdo da fase estacionaria sem o
uso de um suporte soélido. O equipamento de CCC tem sido cada vez mais implementado em
protocolos de isolamento em escala laboratorial para os produtos naturais bioativos (LEITAO et al.,
2017; BERTHOD et al., 2009).

Entre os estudos encontrados na Figura 23, destacam-se os trabalhos de Santos et al. (2024),
que focaram no fracionamento da propolis verde, e Lopez et al. (2024), que exploraram o
fracionamento da propolis vermelha. Adicionalmente, Jerz et al. (2014) investigaram a préopolis
originaria da Arabia Saudita. Em uma exploracdo mais extensa no Google Académico, foi possivel
localizar o estudo de Arruda e colaboradores (2020), que examinaram o fracionamento dos produtos
de degradagdo da artepilina C e a utilizacdo da sua fonte botanica, a B. dracunculifolia, em
experimentos realizados por Rodrigues et al. (2022).

JERZ e colaboradores (2014) avaliaram o extrato acetato de etila da propolis da Arabia
Saudita utilizando HSCCC. Para a separagdao por HSCCC, os autores hexano-acetonitrila (1:1, v/v)
m modo de eluicao reversa. Os resultados obtidos evidenciaram o bom fracionamento ¢ a obtencao
de substancias parcialmente puras como ocicloartenol, 24-metileno-cicloartenol e a mistura de
acetatos de triterpenos (Figura 24).

Figura 24-Triterpenos isolados da propolis da Ardbia Saudita (JERZ et al., 2014)

J& no trabalho realizado por Arruda e colaboradores (2020), o HSCCC foi usado para isolar
os produtos de degradagdo da artepilina C. O extrato hidroalcoolico (etanol/agua 7:3) de propolis foi
fracionado utilizando a fase estaciondria etanol/agua (7:3) e a fase movel hexano/acetato de etila
(95:05), coletando 105 fragdes, e obtendo-se o 2,2-dimetil-8-prenilculifolina com 86,7% de pureza
(19 mg).

No estudo de LOPEZ e coautores (2024), foi desenvolvido um método de isolamento por
cromatografia contracorrente de alta eficiéncia (HSCCC), seguido de escalonamento, com o intuito
de identificar as substancias bioativas da propolis vermelha. Para a separagao, foi usado o sistema de
solventes hexano-metanol-agua na propor¢do 5:4:1 (v/v), utilizando a fase inferior como fase
estaciondria. O trabalho resultou no isolamento da retusapurpurina e do 7-O-metilvesitol (Figura 25).
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Figura 25-Substancias isoladas da propolis vermelha (LOPES et al., 2024)

Recentemente RODRIGUES (2022), aplicou a técnica de HSCCC ao extrato hidroalcoolico
das folhas de B. dracunculifolia e obteve a drupanina, artepilina C e bacarina. Estas substancias
fenolicas preniladas foram obtidas em quantidades satisfatorias por meio de dois métodos
cromatograficos: cromatografia liquida a vacuo (VLC) e HSCCC. O desenvolvimento da técnica de
de eluicdo por gradiente em HSCCC foi realizado usando metanol:dgua (9:1) como fase estacionaria
e hexano/acetato de etila como fase movel, usando um gradiente comegando com 5% de acetato de
etila até niveis de 30%.

Ademais, foi realizado por nosso grupo o fracionamento do extrato hexanico da propolis
verde, com foco especifico no isolamento de seus biomarcadores artepilina C e bacarina por meio da
cromatografia contracorrente (SANTOS et al. 2024). Os pesquisadores avaliaram o potencial
bioldgico do extrato hexanico e das substincias isoladas, em relagdo a interagdo entre o dominio de
ligag¢do ao receptor (RBD) da proteina Spike de SARS-CoV-2 e o receptor ACE2, que seré discutido
no Capitulo I (item 4) desta tese. Esse estudo propiciou um desdobramento para o isolamento seletivo
da artepilina C no extrato etanolico, que serd abordado no Capitulo II (item 5), bem como o
desenvolvimento da separacdo ¢ isolamento dos demais constituintes presentes no extrato etanolico
da propolis verde, que sera discutido no Capitulo III (item 6). Ao explorar tais questdes, esta pesquisa
visa suprir as lacunas existentes no conhecimento acerca da propolis verde, ao mesmo tempo em que
estabelece diretrizes para investigagdes futuras em cromatografia contracorrente

30



3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

O presente trabalho visa evidenciar o potencial da técnica de CCC na obtengdo de metabdlitos
especiais da propolis verde a partir do fracionamento do extrato hexanico e etandlico destacando a
escolha adequada do sistema de solventes e do modo de eluicdo para otimizar a eficiéncia do processo.
Destacar o baixo custo operacional e a excelente reprodutibilidade na obtengdo de fragdes semi-
purificadas de matrizes complexas. O estudo também visa contemplar a avaliacdo da atividade
biologica dos extratos e das substancias isoladas, focando na sua eficacia contra o SARS-CoV-2 e o
cancer de mama.

3.2. Objetivos especificos

-Avaliar sistemas de solventes para ser usado em CCC para o fracionamento de um extrato
hexanico de propolis verde coleta em Paracambi, no Estado do Rio de Janeiro

- Avaliar os diferentes modos de eluicao realizados em CCC para o isolamento e purificagdo das
subtancias do extrato hexanico de propolis verde.

- Separar e isolar os metabolitos especiais do extrato de propolis verde.

- Escalonar do fracionamento mais eficiente.

- Otimizar sistemas de solventes como estratégia para o isolamento seletivo da artepilina C em um
extrato etanolico de propolis verde do Estado do Rio de Janeiro e avaliar o fingerprint por

LCQTOF

- Explorar a cromatografia contracorrente multidimensional (MDCCC) para um estudo fitoquimico
de um extrato etanolico de propolis verde do Estado do Rio de Janeiro.

- Caracterizar espectroscopicamente as substancias isolados da propolis verde por RMN 'H e '*C
(uni e bidimensinal), GC-MS e LCMS-QTof.

- Avaliar a atividade biologica dos extratos e das substancias isoladas em CCC na inibicao da
interacdo entre o dominio de liga¢do ao receptor (RBD) da proteina spike e o receptor da protéina

ACE?2 através do imunoensaio Lumit™ .

- Avaliar o efeito dos extratos hexanico e etanolico de propolis verde dos constituintes isolados
sobre a viabilidade celular de linhagem de adenocarcima de mama (MCF-7 e MDA-MB-231).
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CAPITULO I:

ISOLAMENTO POR CROMATOGRAFIA CONTRACORRENTE DE BIOMARCADORES
DE PROPOLIS VERDE: POTENCIAIS BLOQUEADORES DE INTERACAO RBD e ACE2
do SARS-COV-2.
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4. CAPITULO I - ISOLAMENTO POR CROMATOGRAFIA CONTRACORRENTE DE
BIOMARCADORES DE PROPOLIS VERDE: POTENCIAIS BLOQUEADORES DE
INTERACAO RBD e ACE2 do SARS-COV-2.

SANTOS, Cristiane Cardoso dos; SILVA, Alicia Fontoura da; CASTRO, Rosane Nora; PIRES,
Lucas de Oliveira; CAMPOS, Mariana Freire; OLIVEIRA, Beatriz A.C. de; ALLONSO, Diego;
LEITAO, Suzana Guimaraes; LEITAO, Gilda Guimardes. Countercurrent chromatography isolation
of green propolis biomarkers: potential blockers of SARS-COV-2 RBD and ACE2
interaction. Journal Of Chromatography A, [S.L.], v. 1734, p. 465265, out. 2024. Elsevier BV.
http://dx.doi.org/10.1016/j.chroma.2024.465265.

Resumo

A propolis € uma mistura resinosa natural produzida por abelhas com intimeras atividades biologicas.
Considerando o potencial recentemente relatado da propolis como adjuvante no tratamento da
COVID-19, foi desenvolvida uma metodologia para o fracionamento do extrato hexanico da propolis
verde brasileira (EHPV) para a obtencdo de biomarcadores prenilados por cromatografia
contracorrente. A inibicdo da interagdo entre o dominio de ligacdo ao receptor (RBD) da protéina
spike e o receptor da proteina ACE2 foi avaliada pelo imunoensaio Lumit™. O fracionamento do
EHPYV foi realizado pelos modos de elui¢do-extrusdo de fase normal (CCCI e CCC2, com eluicao
estendida) e reversa (CCC3) com o sistema de solvente hexano—etanol-agua 4:3:1. O modo de elui¢ao
normal do CCC1 (471 mg EHPV em um volume de coluna de 80 mL, 1,6 mm id) foi escalonado
(CCC5, 1211 mg EHPV em um volume de coluna de 112 mL, 2,1 mm id), levando ao isolamento de
89,9 mg de artepilina C, 52,7 mg de bacarina, e 26,6 mg de culifolina, com purezas de 93%, 83% e
88%, respectivamente, por HPLC-PDA. Entre as substincas isolados, artepilina C e bacarina,
apresentaram os melhores resultados no imunoensaio Lumit™, mostrando 67% e 51% de inibicao,
respectivamente, na concentragdo de 10uM. Esta técnica provou ser de baixo custo operacional e
excelente reprodutibilidade.

Palavras-chave: biomarcadores de propolis verde; artepilina C, bacarina, cromatografia
contracorrente; quimica verde.
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Abstract

Propolis is a natural resinous mixture produced by honeybees with numerous biological activities.
Considering the recently reported potential of propolis as an adjuvant in COVID-19 treatment, a
methodology for the fractionation of the hexane extract of Brazilian green propolis (HEGP) was
developed for the obtention of prenylated biomarkers by countercurrent chromatography. The
inhibition of the interaction between the receptor binding domain (RBD) of spike protein and ACE2
protein receptor was evaluated by the Lumit™ immunoassay. Fractionation of HEGP was performed
by both normal (CCC1 and CCC2, with extended elution) and reversed (CCC3) phase elution-
extrusion modes with the solvent system hexane—ethanol-water 4:3:1. The normal elution mode of
CCC1 (471 mg HEGP in a 80 mL column volume, 1.6 mm id) was scaled-up (CCCS5, 1211 mg HEGP
in a 112 mL column volume, 2.1 mm id), leading to the isolation of 89.9 mg of artepillin C, 52.7mg
of baccharin and 26.6 mg of culifolin, with purities of 93%, 83% and 88%, respectively, by HPLC-
PDA. Among the isolated substances, artepillin C and baccharin presented the best results in the
Lumit™ immunoassay, showing 67 % and 51 % inhibition, respectively, at the concentration of
10uM. This technique proved to be of low operational cost and excellent reproducibility.

Keywords: green propolis biomarkers; artepillin C, baccharin, countercurrent chromatography; green
chemistry.
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4.1. Introducao

A propolis, uma excelente fonte de substincias bioativas naturais, ¢ uma mistura de
substancias complexa e resinosa usada pelas abelhas para defender a colmeia (BERRETTA et al,
2017). Existem basicamente trés tipos principais de propolis, a propolis europeia e asiatica, rica em
derivados do 4cido cafeico, a propolis vermelha brasileira, rica em substancias fendlicas, e a propolis
verde brasileira, obtida da Baccharis dracuncufolia e rica em artepilina C e bacarina, (DUTRA et al.,
2017; MESSERLI et al, 2017). No Brasil, existem 14 tipos de propolis, que sdo comumente
classificadas com base em suas propriedades fisico-quimicas (FREIRES et al., 2016; FRANCHIN,
et al., 2018; AZEVEDO et al., 2023), sendo a propolis verde e vermelha as mais comercializadas.
Numerosas atividades bioldgicas, como antibacteriana, antifingica, antioxidante, antiparasitaria,
anticancerigena, entre outras, foram relatadas para a propolis verde brasileira (CONTIERI et al,
2022; MOITA, et al., 2022; COSTA et al., 2020; FIORINI et al., 2021; ROMERO et al., 2019).
Além disso, a propolis contém secrecdes salivares das abelhas, o que a torna um produto natural tinico
(CUl et al., 2022).

Recentemente, a propolis tem mostrado resultados promissores contra a COVID-19 quando
usado como suplemento alimentar, reduzindo a gravidade e a duracdo dos sintomas associados a
doenga, inibindo a interagdo da proteina spike S1 do SARS-CoV-2 e da proteina ACE-2 em testes
pré-clinicos, na prevencao da infec¢do de células MRC-5 pelo HCoV-229E, bem como em estudos
clinicos com pacientes hospitalizados com COVID-19 que resultaram em redugdo do tempo de
internagdo hospitalar (OZAROWSKI et al., 2023; SOBRINHO et al., 2022; KULAKSIZ et al.,
2024; SILVA-BELTRAN et al., 2023). O efeito antiviral ¢ observado ndo apenas pelos extratos, mas
também pelas substancias biologicamente ativas contidas na préopolis, por exemplo, apigenina, dcido
cafeico, crisina, caempferol, artepilina C e quercetina.

Ao longo dos anos, muitos estudos relataram a composi¢do quimica de amostras de propolis
da Europa, América do Sul e Asia (STURM et al., 2020). A propolis europeia e chinesa contém
principalmente, flavonoides e 4cidos fendlicos, enquanto as substincias predominantes na propolis
brasileira sdo terpenoides e derivados prenilados do 4cido p-cumaérico, como artepilina C e drupanina.
A propolis verde produzida pelas abelhas Apis mellifera no Brasil tem duas origens botanicas
distintas, dependendo da localizagao geografica. Nas regides sudeste e centro-oeste, a propolis verde
¢ derivada de Baccharis dracunculifolia DC (Asteraceae), enquanto na regido da Caatinga do
nordeste, ¢ proveniente de Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir. (Fabaceae), sendo designada como
propolis verde da Caatinga (HOSSAIN et al., 2022; QUEIROGA et al., 2014; SON et al., 2022;
HERRERA-LOPEZ et al., 2022; SON et al, 2023). Numerosas substancias ja foram isolados e
identificados das folhas e flores de B. dracunculifolia, como os flavonoides naringenina, acacetina,
di-hidrocaempferol, isosakuranetina e canferide; acidos fendlicos (p-cumadrico, di-hidrocumarico,
ferulico, galico, cafeico e varios derivados de 4cido cafeoilquinico), bem como 4cidos fendlicos
prenilados (artepilina C, bacarina, drupanina) e triterpenoides pentaciclicos (GAZIM et al., 2022;
BASTOS et al., 2024; BARBOSA et al., 2022) .

O isolamento preparativo de constituintes quimicos de matrizes complexas ¢ fortemente
dependente de métodos de separagdo cromatografica eficientes. E imperativo escolher um processo
de baixo custo, que seja rapido, reproduzivel e sem ou minimas tenha perdas de amostra durante cada
etapa. Em geral, a aplicagdo sequencial de técnicas cromatograficas preparativas em varias etapas
fornece os analitos desejados em purezas adequadas. No entanto, os rendimentos sao frequentemente
muito baixos. Portanto, estratégias para superar protocolos de varias etapas e/ou baixas taxas de
recuperagao devem ser desenvolvidas com o objetivo de obter maiores quantidades de analito,
especialmente quando ensaios bioldgicos adicionais sdo desejados (SEGER et al., 2006; JERZ et al.,
2014).

A cromatografia contracorrente (CCC) ¢ uma técnica de cromatografia de particdo liquido-
liquido que permite a recuperacdo completa do analito devido a reten¢do da fase estacionéria sem o
uso de um suporte solido, tornando-a uma excelente escolha para superar muitos dos desafios
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associados as técnicas cromatograficas de fase estacionaria solida desejados (LEITAO et al., 2017, .
BERTHOD et al., 2016). Uma das principais vantagens da CCC ¢ sua alta capacidade de carga,
tornando-a especialmente util para separagdes preparativas, ao mesmo tempo em que € versatil, pois
uma ampla variedade de sistemas de solventes pode ser usada, bem como diferentes modos de
operacdo (HUANG et al., 2016). Devido a essas vantagens, ela tem sido cada vez mais implementada
no isolamento em escala laboratorial de produtos naturais bioativos (JERZ et al., 2014).

Nesse contexto, a CCC tem sido uma abordagem tipica no fracionamento e purificagao de
compostos de propolis em modos de eluigdo isocraticos e gradientes (JERZ et al., 2014; LOPEZ et
al., 2024). Varios sistemas de solventes diferentes foram usados, incluindo aquosos (como o mais
popular hexano-acetato de etila-metanol-agua) (LOPEZ et al., 2024) e ndo aquosos, como hexano-
acetonitrila (JERZ et al., 2014) em modos de eluicao isocraticos ou gradientes.

Jerz e colaboradores (2014) usaram a abordagem de fracionamento por cromatografia
contracorrente de alta velocidade (HSCCC) acoplada a detecgdo por espectrometria de massa off-line
(APCI-MS) das fragdes obtidas para investigar a composi¢do da prépolis da Arabia Saudita. O
sistema de solvente ndo aquoso hexano-acetonitrila no modo de elui¢do reversa resultou em bom
fracionamento, e os triterpenos cicloartenol e 24-metileno-cicloartenol puderam ser identificados. Em
um estudo com propolis verde brasileira, o modo de eluicdo gradiente foi usado no isolamento de
HSCCC de produtos de degradagao de artepilina C (ARRUDA et al., 2020).

Por essas razdes, neste capitulo serd abordado o isolamento dos biomarcadores artepilina C,
e bacarina, do extrato hexanico de propolis verde (EHPV) do Rio de Janeiro usando a técnica CCC,
além de avaliar o potencial do extrato hexanico e etandlico da prépolis verde e as fragdes purificadas
e obtidas por CCC, na interagdo entre o dominio de ligacdo ao receptor (RBD) da proteina Spike do
SARS-CoV-2 e o receptor da proteina ACE2.

4.2. Materiais e métodos

4..2.1. Solventes e Reagentes

Os solventes organicos utilizados para a preparagdo dos extratos brutos foram de grau
analitico. Para separacdes HSCCC, os solventes foram de grau HPLC ou ACS analitico, todos
adquiridos da Tedia Brazil (Rio de Janeiro, Brasil). Todas as solu¢des aquosas foram preparadas com
agua pura produzida pelo sistema de agua Milli-Q (Direct-Q® 3UV, EUA).

4.2.2. Preparacio de extratos brutos de propolis verde

Propolis verde bruta foi obtida diretamente de produtores da cidade de Paracambi (Estado do
Rio de Janeiro - Brasil) no ano de 2012. Cerca de 3 g de propolis pulverizada foi colocada dentro de
um cartucho de celulose e submetida a extracdo com Soxhlet por 6 h, utilizando 150 mL de n-hexano
para obtencdo de EHPV e 150 mL de etanol (96%) para obtencdo do extrato etanolico de propolis
verde (EEPV). Apds o procedimento, os extratos EHPV e EEPV foram deixados em refrigerador
durante a noite (12h) para promover a precipitagdo de parte da cera (PIRES & CASTRO, 2023;
CASTRO & SALGUEIRO, 2016). O procedimento para obtengao de EHPV foi repetido seis vezes
para acumular extratos e cada um dos extratos de EHPV foram utilizadas nos cinco fracionamentos
por CCC

4.2.3. Equipamento de cromatografia contracorrente de alta velocidade
Os fracionamentos dos extratos de propolis foram conduzidos no aparelho P.C. Inc., Potomac,

MD, EUA, equipado com uma bobina tripla. A coluna de 80 ml (1,6 mm I.D.) e a coluna de 70 mL
(1,6 mm L.D.) foram usadas em todos os fracionamentos semipreparativos (Figura 26).

36



Os fracionamentos em escala aumentada de EHPV foram realizados na coluna de 112 mL de
um cromatografo de contracorrente Quattro HT-Prep (AECS®, Bridgend, Reino Unido) equipado
com duas bobinas contendo duas colunas multicamadas de politetrafluoroetileno (PTFE) cada (coluna
1: 26 mL, 1,0 mm I.D., coluna 2: 224 mL, 3,2 mm LD., coluna 3: 112 mL, 2,0 mm I.D., coluna 4:
120 mL, 2,0 mm I.D.). A velocidade de rotagao foi ajustada até 865 rpm (Figura 26).

Oy (22) (2b)

Figura 26 - Equipamentos utilizados no fracionamento da prépolis verde. 1: P.C. Inc.; 2a: Quattro
HT-Prep, fechado e 2b: Quattro HT-Prep aberto equipado com as colunas.

Ambos os sistemas HSCCC foram conectados a uma bomba de fluxo constante Waters
Modelo M-45 (WATERS, MA, EUA) e a um coletor de fracdes Bio-Rad modelo 2110 (Bio-Rad,
EUA). Uma alg¢a de injecdo de amostra PEEK de 5 mL conectado a uma valvula de inje¢do de 6 vias
(Black, Bulkhead, Polyimide/PTFE, 1/16" OD Tubing; 1/EA, modelo V-451, Index Health & Science
LLC, EUA) foi usado para injetar a amostra. As separagdes foram realizadas em temperatura
ambiente e ambos os equipamentos estdo localizados no lab CCC no IPPN da UFRJ.

4.2.4. Selecao de sistema de solvente bifasico para fracionamentos de HSCCC

A selec¢ao do sistema de solvente apropriado para o fracionamento de EHPV foi feita pelo
experimento de frasco agitado, onde a amostra (2 mg) foi dissolvida em diferentes sistemas de
solvente (Tabela 1, Figura 27). A estimativa visual dos valores do coeficiente de particao (K) dos
compostos alvo foi obtida pela aplicagdo de volumes iguais de cada fase lado a lado separadamente
em placas de cromatografia em camada fina (CCD) de silica gel (Merck Art. 64271, Darmstadt,
Alemanha), desenvolvidas com o sistema de solvente hexano:acetona (70:30, v/v).
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Figura 27-Teste de particdo em tubo de ensaio. Adaptado da apostila CCC2024 Pre-Conference Short
Course

A metodologia utilizada no teste de particao (Figura 27 ) foram primeiro visualizados sob luz
UV (A =254 nm e 365 nm) e entdo pulverizados com reagente de vanilina-acido sulfurico seguido de
aquecimento (Figura 28). O calculo de K e a (fator de separagdo) para as substancias alvo artepilina
C, 1 (4cido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico) e bacarina, 2 (4cido benzenopropanoico, 4-[(E)-2-
carboxietenil]-2-(3-metil-2-buten-1-il) fenil éster) nos modos de elui¢ao normal e reversa foram
realizados em todos os sistemas (Tabela 1). Foi possivel identificar artepilina C, bacarina e culifolina
na CCD por comparacdo de padrdes cedidos por Pires (2019).

Figura 28-Resultados de CCD da sele¢do do sistema de solventepelo teste de particdo em tubo de
ensaio para o fracionamento HSCCC do extrato hexanico de prépolis verde (EHPV). Substancias:
(1): artepilina C, (2): bacarina, (3): culifolina e a (4 e 5) mistura de triterpenos acidos ambdnico e
mangiferonico. Sistemas de solvent testadosonde (S) significafase superior e (I) significafase inferior:
(1) hexano-etanol-agua 2:2:1, (2) hexano-metanol-agua 2:2:1, (3) hexano-etanol-dgua 4:3:1, (4)
hexano-metanol-agua 4:3:1, (5) hexano-etanol-agua 5:4:1, (6) hexano-metanol-agua 5:4:1, (7)
hexano-acetato de etila—metanol-agua 1:1:1:1. A placa de CCD foi eluida com o sistema de solvent
hexano:acetona (7:3, v/v) seguido de visualizagdo sob luz UV (254 nm).

O sistema hexano-etanol-agua (4:3:1) foi selecionado apos ambos os resultados de CCD
(Figura 28) e valores de K calculados para os alvos prenilados. Os valores de K das substancias alvos
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e fatores de seletividade foram calculados pela dissolugdo dos residuos obtidos pela evaporagao de
cada uma das fases (fases superior e inferior) dos sistemas de solventes testados, em 1 mL de metanol
e analisados por HPLC-PDA. O valor de K foi expresso como a area do pico do composto na fase
estaciondria dividida pela area do pico do composto na fase mével. O a = K2 /K1, K2>KI1 (CONWAY,
1990). Todos os K resultantes para as substancias 1 (artepilina C) e 2 (bacarina), resumidos na Tabela
1, foram obtidos pela escolha da area do pico correspondente para cada composto prenilado dentro
do cromatograma do extrato de hexanico.

4.2.5.Procedimento de separaciao por HSCCC

O sistema de solvente hexano-etanol-agua 4:3:1 (v/v) foi usado em todos os fracionamentos
de EHPV. O sistema bifésico foi feito misturando solventes apropriados em um funil de separacao e
apoés o equilibrio as fases foram separadas e desgaseificadas antes do CCC ser executado. A
serpentina foi primeiro preenchida inteiramente com a fase estaciondria sem rotacdo e entdo a fase
moével foi bombeada com uma rotagdo de 980 e 860 rpm para o PCInc e Quattro HT-Prep,
respectivamente, até que o equilibrio das duas fases fosse atingido (Figura 29). Entdo, EHPV
(quantidade descrita na Tabela 2) dissolvido em 5 mL do sistema de solvente selecionado (1:1, v/v)
foi introduzido na serpentina através de uma valvula de inje¢do de amostra manual de 6 vias, usando
uma al¢a de injecao de amostra de 5 mL.

Figura 29- Modo de operagdo do equipamento

Os fracionamentos para CCC1, CCC2, CCC4 e CCC5 de EHPV foram realizados no modo
de elui¢dao normal (cauda-cabeca, fase superior organica como fase mével). O CCC3 foi realizado na
direcdo cabega-cauda (modo de elui¢do reversa, com a fase inferior aquosa como fase movel). Os
fracionamentos semipreparativos CCC1 a CCC3 foram realizados no aparelho PC Inc, a uma taxa de
fluxo de fase movel de 2,0 mL.min"!, enquanto os fracionamentos dos escalonamentos CCC4 e CCC5
foram realizados no aparelho Quattro HT-Prep com taxa de fluxo de fase mével de 2,5 mL.min™".
Fragdes de 4 mL foram coletadas nos fracionamentos CCC1 a CCC3, e fragoes de 5 mL foram
coletadas nos fracionamentos CCC4 e CCCS5, que foram analisados por cromatografia em camada
fina (CCD) seguida de visualizag@o sob luz UV (254 e 365 nm) e entdo pulverizados com reagente
vanilina sulfurica (Figura 32).

Os parametros analiticos para cada fracionamento EHPV sdo descritos na Tabela 2. Todos os
fracionamentos foram realizados no modo operacional de elui¢do-extrusao. Todas as fracdes foram
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evaporadas até a secura (SpeedVac SPD 121P, Refrigerator Vapor Trap RVT400, Thermo Savant,
EUA) e transferidas para frascos pesados.

4.2.6.Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS )

O perfil cromatografico das fragcdes obtidas em CCCl a CCCS5 foi analisado em um
cromatdgrafo gasoso acoplado a um espectrometro de massas (Shimadzu, modelo GC-MS -QP2010
Plus, Kyoto, Japao) e equipado com um amostrador automatico (Shimadzu, modelo AOC-201, Kyoto,
Japdo). A separacdo foi realizada em uma coluna capilar de silica fundida (HP-5, 5% fenil-95%
dimetilpolissiloxano, 30 m x 0,25 mm L.D. x 0,25 um de espessura de filme, Agilent Technologies,
CA, EUA). As amostras foram injetadas em um modo split (1:30, 1 uL) com a temperatura do injetor
a 230 °C. A temperatura do forno foi mantida a 120 °C por 3 minutos, aumentada de 120 para 290
°C a 7 °C/min e mantida a 290 °C por 25 minutos. O hélio foi usado como gés de arraste sob um
fluxo constante de 1 mL.min-1. O espectrometro de massa foi operado no modo de impacto de
elétrons (EI) a 70 eV. As amostras foram analisadas no modo de varredura (40-800 Da) e a interface
foi mantida a 310 °C. Os dados foram adquiridos e processados usando o software LabSolutions
(versdo 4.30, Shimadzu) comparados com a biblioteca NIST 2008 e NIST 2023.

4.2.7. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Os perfis cromatograficos dos extratos EHPV e EEPV, bem como das fragdes obtidas em
CCC1 a CCCS, foram avaliados em um cromatdgrafo liquido Prominence Shimadzu série LC-20A
equipado com uma bomba (LC-20AT), desgaseificador on-line (DGU-20A), forno de coluna (CTO-
20A), amostrador automatico (SIL-20AC) e detector PDA (SPD-M20A). A aquisicao de dados foi
processada pelo software LCSolution (versao 1.24, Shimadzu, Kyoto, Japao). As analises foram
realizadas em uma coluna de fase reversa C18 (250 mm x 4,6 mm LD. x 5 pm, BetaSil-
ThermoScientificTM), mantida a 40 °C. A fase movel utilizada foi dgua acidificada com 1% de acido
acético (solvente A) e metanol acidificado com 1% de acido acético (solvente B), com vazdo
constante de 1,0 mL.min"! e volume de amostra injetado de 15 pL. O gradiente iniciou com 35% de
solvente B, aumentando para 80% de B em 20 min, depois 85% de B em 5 min, 90% de B em 5 min,
95% de B em 2 min e 100% de B em 3 min, retornando para 35% de B apds 40 min. As amostras (2
mg.mL') foram dissolvidas em metanol de grau espectroscopico, e a solugio foi filtrada através de
um filtro (13 mm x 0,45 pum, PVDF, Analitica). A identificacdo das substancias foi baseada na
comparagdo de seus tempos de retencdo e espectros UV com padrdes comerciais ou compostos
previamente isolados (CHAVES er al, 2019). Cada amostra e padrdo foram analisados
individualmente, e os cromatogramas foram monitorados em 280 e 315 nm, uma vez que a maioria
dos derivados prenilicos identificados na propolis verde absorvem nessas regioes.

4.2.8. Espectroscopia de ressonincia magnética nuclear (RMN)

Todos os experimentos de RMN foram realizados a uma temperatura de 353K em um
espectrometro Bruker Ultrashield Plus a uma frequéncia de 500 MHz para 'H e 125 MHz para "°C,
respectivamente. As substancias isoladas foram analisadas solventes deuterados (CDCls, acetona-d6,
DMSO-d6) com tetrametilsilano (TMS) como padrao interno. Os deslocamentos quimicos (8) foram
obtidos em partes por milhdo (ppm) e as constantes de acoplamento (J) foram medidas em Hz (Hz).

4.2.9. Ensaios de interacao SARS-CoV-2 RBD e ACE2

Os ensaios foram realizados pela doutoranda Mariana Freire Campos em colaboragdo com a
Profa Suzana Guimaraes Leitdo (Laboratério FitosFar, UFRJ). Para investigar se os extratos de
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propolis verde brasileira e biomarcadores isolados seriam capazes de inibir a formag¢ao do dominio
de ligacdo ao receptor (RBD) e do complexo da enzima conversora de angiotensina humana 2
(ECA2), foi utilizado o imunoensaio Lumit™ (Promega, Madison, WI, EUA), seguindo as
recomendacdes do fabricante. As amostras foram totalmente solubilizadas em DMSO
(dimetilsulfoxido - Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). Resumidamente, as amostras foram
adicionadas a placas brancas de fundo plano na concentragdo final de 250 ug.mL™' (extratos) e 10uM
(substancias isoladas), seguido pelos reagentes RBD (7,5 nM) e ACE2 (7,5 nM). A detecgdo foi
realizada usando anticorpos secundarios acoplados a particulas luminescentes que se reconstituem na
auséncia de um inibidor, gerando um sinal luminoso. Apos 1 hora de incubagao, a luminescéncia dos
pogos foi lida no leitor de placas Spectramax M5 (Molecular Devices, San Jose, CA, EUA), em 500
ms de exposi¢ao. Os dados foram processados usando o software GraphPadPrism 8.

4.2.10.Ensaio de citotoxicidade Vero E6

Os ensaios foram realizados pela doutoranda Mariana Freire Campos em colaboragdo com a
Profa Suzana Guimardes Leitdo (Laboratério FitosFar, UFRJ). Células Vero E6 (2 x 104
células/poco) foram incubadas em placas de 96 pocos com os extratos (250, 125, 50 e 25 pg.mL-1) e
as substancias isoladas (100, 10, 1, 0,1 € 0,01 uM) por 24h a 37 °C, 5% de COx. A viabilidade celular
foi determinada pelo ensaio MTT. Resumidamente, 5 mg.mL™!' de brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT, Sigma-Aldrich) em 1x PBS foram adicionados a monocamadas de
células por 4h a 37 °C, 5% de CO,. Em seguida, foi adicionado 100% de DMSO (dimetilsulfoxido,
Sigma-Aldrich), e as placas foram lidas em um leitor de microplacas M5 Spectramax (Molecular
Devices), a 540 nm. Todas as amostras foram ressuspensas em 100% de DMSO para os testes in
vitro, ndo excedendo 1% (v/v) e, portanto, ndo afetando o crescimento celular. A viabilidade celular
total foi determinada pela quantificagdo da metabolizacdo do corante por células ndo tratadas
normalizadas para o controle do veiculo (n = 3).

4.3. Resultados e Discussao

4.3.1. Separacio de biomarcadores de propolis por HSCCC

O extrato hexanico de propolis verde (EHPV) foi escolhido para fracionamento por CCC, uma
vez que estudos anteriores por HPLC-PDA mostraram que este extrato € o mais rico nas substancias
preniladas quando comparado ao extrato etanolico, evidenciando a seletividade do solvente mais
apolar (n-hexano) para a extrag¢do destes constituintes da propolis (PIRES & CASTRO et al., 2023).
O 1solamento por CCC permitiu observar as principais substancias preniladas: artepilina C 1 (4cido
3,5-diprenil-4-hidroxicinamico); bacarina 2 (éster 4-[(1E)-2-carboxietenil]-2-(3-metil-2-butenil)
fenil do acido benzenopropandico) e culifolina 3 (2,2-dimetil-6-carbooxietenil-8-prenil-2H-1) além
dos triterpenos pentaciclicos: dcido ambonico 4 e acido mangiferdnico 5 (Figura 30).
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Figura 30 - Estruturas das substancias isoladas da prépolis verde brasileira. (1) artepilina C; (2)
bacarina; (3) culifolina; (4) 4cido ambdnico; (5) dcido mangiferdnico.

Trés fatores foram determinantes para a escolha de EHPV para fracionamento de CCC foram,
primeiro, o fato de ndo haver variacdo significativa no contetdo de artepilina C entre os extratos
hexanico e etanolico (PIRES & CASTRO, 2023), seguido por se observar teores mais altos de
bacarina no extrato hexanico (observado por HPLC-PDA), além da baixa solubilidade do extrato
etanolico ao utilizar sistemas de solventes contendo metanol e dgua.

Sete sistemas de solventes foram inicialmente estudados para o fracionamento de EHPV por
HSCCC (Tabela 1); as razdes de volume de solventes ¢ modos de elui¢do foram modificadas de
forma a fornecer valores de K adequados. Os valores de K das substancias preniladas alvo em cada
sistema de solvente foram calculados escolhendo a 4rea de seu pico correspondente no cromatograma
de HPLC-PDA do EHPV, seguindo a defini¢do de K, por exemplo, a concentragdo da substancia
alvo na fase estaciondria dividida pela sua concentracao na fase movel (CONWAY, 1990).

Tabela 1. Coeficiente de parti¢do (K) e fator de separacdo (a) dos biomarcadores artepilina C, 1, e
bacarina, 2, no extrato hexanico de propolis verde (EHPV) calculados para o modo de eluicao em
fase normal.

Proporcao
Numero do Sistema de K K
Sistema solvente de solventes solvente ! 2 ¢
(v/v)
1 hexano- etanol- d4gua 2:2:1 1.19 056  2.12
2 hexano — metanol - 4gua 2:2:1 1.16 0.56  2.07
3 hexano — etanol - 4gua 4:3:1 1.28  0.77 1.66
4 hexano — metanol - 4gua 4:3:1 1.09 0.58 1.88
5 hexano-etanol- agua 5:4:1 1.09 0.53 2.06
6 hexano — metanol - 4gua 5:4:1 1.46 0.64 2.28
7 hexano- acetato de etila-metanol-agua 1:1:1:1 0.57 0.56 1.02

lartepilina C (tempo de retengdo por HPLC-PDA: 25.18 min)
?bacarina (tempo de retengdo por HPLC-PDA: 28.28 min)
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O sistema solvente contendo hexano-etanol-agua ¢ um sistema solvente genérico composto
por dois solventes, hexano e agua, com polaridades muito distintas e opostas, e um terceiro solvente
etanol (ou metanol) que atua como uma ponte de polaridade entre esses dois solventes e pode servir
como um solvente auxiliar para promover melhor parti¢do de compostos entre as duas fases liquidas
imisciveis. Como as substancias no extrato hexanico da propolis verde brasileira t€ém baixa a média
polaridade, esse sistema solvente foi entdo selecionado para seu fracionamento inicial. Esse sistema
solvente foi relatado recentemente para o fracionamento preparativo da propolis vermelha brasileira
(LOPEZ et al., 2024).

O sistema solvente quaternario hexano-acetato de etila-etanol-agua, por outro lado, ¢ util para
o fracionamento de substiancias de média a moderada polaridade mais alta, sendo sua polaridade
ajustada pelas proporgdes de solventes. Nos sistemas 1 a 6, os valores de K para artepilina C, 1 e
bacarina, 2, variaram de 1,09-1,46 e 0,53-0,64, respectivamente, na faixa de intervalo desejado para
uma boa resolucao (0,5 <K <2,5) (BERTHODet al., 2016), significando uma purificagao com pelo
menos um volume de coluna (K=1). Pode-se observar pelos dados da Tabela 1 que as substancias 1
e 2 sdo mais retidos na fase estacionaria (considerando o modo de eluicdo normal) com o aumento da
razdo hexano nos sistemas contendo etanol como solvente ponte (sistemas 1 e 3), enquanto o efeito
oposto ¢ observado quando o metanol € o solvente auxiliar (sistemas 2 ¢ 4). Em vez disso, nos
sistemas 5 e 6, ao aumentar tanto o hexano quanto o alcool (etanol ou metanol), ocorre a situagdo
oposta: ao adicionar mais etanol e, a0 mesmo tempo, mais hexano para modificar o sistema 1 (sistema
5), o valor de K da artepilina C diminui de 1,19 para 1,09.

Por outro lado, quando o metanol € usado, o valor de K1 (artepilina C) aumenta de 1,16 para
1,46, O mesmo ¢ observado para a bacarina, embora seus valores de K sao menos afetados. A reducao
dos valores de K para a artepilina e bacarina pode ser observada como um efeito geral da substituicao
do etanol pelo metanol nos sistemas testados 1-4, sendo essa diferenca para 0 mesmo composto
aumentada a medida que a proporcao de hexano aumenta no sistema. Curiosamente, esse nao € o caso
para os sistemas 5 e 6. O sistema 7, em vez disso, deu valores de K muito semelhantes para os alvos
artepilina C e bacarina, 0,57 e 0,56, respectivamente, com uma baixa seletividade (a), o que significa
que ambas as substancias ndo seriam separadas e eluiriam rapidamente da coluna cromatografica
HSCCC. Todos os sistemas de solventes contendo metanol (SS 2,4, 6 e 7) causaram a formacgao de
um precipitado (provavelmente ceras, Figura 31) durante a solubilizacdo da amostra, bem como ao
longo do tempo de sedimentacdo (t>30s), ndo atendendo a alguns requisitos basicos descritos na
literatura para selecao de sistemas de solventes (BARCENAS-PEREZ et al., 2021), sendo, portanto,
excluidos como uma opg¢do para o fracionamento de EHPV.

Figura 31-Testes de parti¢cdo de tubos de ensaio com EHPV para sistemas de solventes 1 a 6: (1)
hexano-etanol-dgua 2:2:1, (2) hexano-metanol-agua 2:2:1, (3) hexano-etanol-agua 4:3:1, (4) hexano-

43



metanol-agua 4:3:1, (5) hexano-etanol-agua 5:4:1, (6) hexano-metanol-dgua 5:4:1, (7) hexano-acetato
de etila—metanol-agua 1:1:1:1.

Comparando os sistemas 1 e 3, observa-se que ambos deram valores de K semelhantes para
os compostos 1 e 2. O sistema solvente 5, quando comparado ao SS 1 e 3, foi o que deu os melhores
valores de K para a artepilina e bacarina, considerando tempos de reten¢ao e volumes, com um alto
valor de a (valores acima de 1,2). No entanto, ao avaliar as razdes de volume dos sistemas 1 (60:40
fase inferior /fase superior), sistema 3 (50:50 fase inferior /fase superior) e 5 (60:40 fase inferior /fase
superior), optou-se pelo sistema 3 (Figura 31).

Com base nesses resultados, o sistema hexano-etanol-agua 4:3:1 (v/v) foi selecionado para a
separacao CCC das substancias preniladas do EHPV nos modos de eluigdo-extrusao de fase normal
e reversa. Os fracionamentos foram realizados inicialmente no modo de elui¢do normal (CCC1 e
CCC2, parametros analiticos conforme Tabela 2, a extrusao no CCC1 iniciou no tubo 40 e no CCC2,
no tubo 80).

Tabela 2. Parametros analiticos para fracionamentos EHPV CCC1 a CCCS5 por HSCCC com o
sistema solvente hexano — etanol - dgua 4:3:1 (v/v).

Experimento Modo de Peso da Retencio da fase Aparelho/coluna/ Total
P eluicio amostra(mg) estacionaria (Sf)% extrusio® Fracoes
CCC1 Normal 471 88.24 PC Inc/80mL/40 65
cce2 Normal 416 83.53 PC Inc/80mL/80 97
CCC3 Reverso 342 82.67 PC Inc/70mL/56 70
CCcC4 Normal 896 88.90 HT Prep/112mL/51 67
CCCs Normal 1211 88.90 HT Prep/112mL/60 86

*niamero do tubo onde a extrusdo comegou

Os resultados de CCD das fracdes CCC1 (Figura 32) mostraram culifolina, 3, nas fragcdes Fr
39-45, bacarina, 2, em Fr 50-55, e artepilina C, 1, em Fr 56-60 quando comparados com amostras
auténticas fornecidas por Pires e Castro (2023).
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Figura 32- Substancias: 1: artepilina C, 2: bacarina, 3: culifolina, mistura triterpénica de 4: acidos
ambonico e 5: mangiferonico. (A) e (B) Resultados de CCD de CCC1 visualizados sob luz UV (A =
45



254 nm). (C) Resultados de CCD de CCC2 visualizados sob luz UV (A =254 nm). (D) Resultados de
CCD de CCC3 visualizados sob luz UV (A = 254 nm). (E) Resultados de CCD de CCC4 pulverizado
com reagente vanilina-sulfurica. (F) Resultados de CCD de CCCS5 visualizados sob luz UV (A =254
nm).

As purezas de cada fracdo avaliadas por HPLC-PDA sdo mostradas na Tabela 3. As fracdes
contendo culifolina, 3, e bacarina, 2, quando pulverizadas com vanilina-sulfurica apresentaram
manchas de coloragdo roxa, caracteristicas de triterpenos, que foram posteriormente identificadas
como uma mistura de acidos ambodnico e mangiferdnico, 4 € 5, respectivamente.

Tabela 3. Pureza por HPLC-PDA de substancias preniladas artepilina C, 1, bacarina, 2, e culifolina,
3, obtidos de EHPV apos fracionamentos CCC.

Mass

Experimento  Culifolina ~ Massa % Bacarina Massa % Artepilina C o %o
(mg) Pureza? (mg) Pureza Pureza

(mg)
CCC1 Fr 39-45 7.80 83" Fr 50-55 26.20 90" Fr 56-60 64.60 78
CCC2 Fr 37-45 19.54 54* Fr 70-77 13.50 86" Fr 83-93 89,73 80
CCC3 Fr 15 2.70 96 " Fr 10-11 11.20 72" Fr1-7 115.8 62

. . 350.7
CCcC4 Fr 29-39 33.40 74 Fr 41-45 93.70 78 Fr59-67 0 44
CCCs Fr26-33 26.60 88" Fr 50-70 52.70 83" Fr76-77 89.80 93

*Pureza cromatografica por HPLC-PDA.* Analises de GC-MS e/ou CCD mostraram a presenca de triterpenos.

Quando essas mesmas fracdes foram avaliadas por GC-MS (Figura do apéndice A1 e Figura
33), a Fragao CCC1 Fr 50-55 (bacarina) confirmou a presen¢a da mistura de triterpenos (Rt 36-38
minutos). A mistura de derivados de cicloartenol (acidos ambdnico e mangiferdnico), eluidos na
fragio 19-24 (CCC3), foram identificados por espectroscopia de RMN de 'H e '3C (Figura do
apéndice A2-AS) e a comparagdo com Silva e colaboradores (2005) confirmou a estrutura dos
triterpenos (Tabela A1). A presenca de triterpenos do tipo cicloartano (Czo € C31) na préopolis foi
relatada anteriormente (SILVA et al., 2005; KARDAR et al., 2014; PUIIRAHAYU et al., 2019;
THANH et al., 2019).
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Figura 33- Cromatograma de ions totais (TIC) por GC-MS, expandido na regido de 29-37 min, para
analise de artepilina C (vermelho) e da bacarina (verde) mostrando a presenca dos acidos
mangiferonicos e ambodnico (Tr de 35,87 - 36,21 min).

Na tentativa de obter melhor resolucdo entre bacarina e artepilina C, e tentar evitar a
contaminagao de culifolina e bacarina pela mistura de triterpeno, a eluigdo foi realizada até o tubo 80,
quando a extrusdo comecou. Os resultados de CCD (Figura 32- C) mostraram que a mistura
triterpénica continuou a contaminar tanto o culifolina quanto a bacarina, e a artepilina C acabou
eluindo em mais fragdes, reduzindo sua pureza cromatografica por HPLC-PDA. Em uma segunda
tentativa de resolver esse problema, o modo de elui¢ao foi alterado para reverso, permitindo assim
que os triterpenos eluissem apo6s o culifolina, aumentando sua pureza para 96% (Tabela 3). No
entanto, essa modifica¢do ndo permitiu que a bacarina e a artepilina C eluissem puras, ao invés disso,
suas purezas foram reduzidas.

As analises de HPLC-PDA, GC-MS e CCD das substancias preniladas obtidas apds
fracionamentos de CCC indicaram, em conjunto, que a melhor estratégia de purificagdo para obtengao
de culifolina foi a eluicdo no modo de fase reversa, enquanto para bacarina e artepilina C, foi a elui¢ao
no modo normal (CCC3 e CCCl, respectivamente, Tabela 3). Portanto, CCC1 foi escolhido para o
fracionamento de aumento de escala de EHPV, pois apresentou os melhores resultados para artepilina
C e bacarina.

O aumento de escala em CCC pode ser desafiador quando o método ¢ transferido entre
equipamentos com design de coluna diferente para fins de aumento de escala. As metodologias de
aumento de escala para CCC tém se concentrado em aumentar o carregamento da amostra, mantendo
o mesmo tempo de separagdo. O fracionamento em escala do EHPV foi realizado com parametros
CCC1 ajustados, inicialmente, aumentando o tamanho da amostra de 471 mg (CCC1) para 896 mg
(CCC4) e depois para 1211 mg (CCCS5), em uma coluna de maior volume e didmetro interno (112
mL, 2,0 mm de didmetro interno) (Tabela 2). Trés pardmetros foram modificados neste processo: o
volume da coluna e o didmetro interno (de uma PC Inc. 80 mL, 1,6 mm de didmetro interno para uma
Quattro HT Prep 112 mL, 2,0 mm de didmetro interno) e a vazio de 2,0 mL.min™! para 2,5 mL.min"
!, O estudo de aumento da carga da amostra nio foi realizado na coluna menor (80 mL), pois houve
sangramento consideravel nas primeiras fragcdes (CCCl1), talvez devido a natureza do extrato resinoso,
que poderia ser pior com o aumento da carga da amostra. Além disso, como CCC1 e CCC2 foram
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realizados com concentracdo de praticamente 100 mg/mL de amostra injetada e as substancias alvo
foram obtidas com purezas menores que 90%, a resolugdo e a pureza podem ser reduzidas com cargas
maiores, € optou-se por um volume de coluna e I.D. maiores.

De acordo com Wood e colaboradores (2007), uma boa separagao ¢ definida em termos de
pureza, rendimento e tempo. Maior produtividade ¢ alcangada separando maiores quantidades de
amostra a0 mesmo tempo com purezas idénticas e produzindo cromatogramas correspondentes.
Existem duas maneiras diferentes de aumentar a escala dependendo das caracteristicas da coluna: o
aumento de escala linear deve ser aplicado a colunas de diferentes comprimentos e diferentes 1.D.,
enquanto o aumento de escala volumétrico deve ser aplicado ao mesmo comprimento, mas colunas
de diferentes .D. Os calculos podem ser visualizados da seguinte forma: Fator de aumento de escala
linear, SUF = A2/ A1 e SUF volumétrico = V2/ V1, onde A é uma area transversal da colunae V é o
volume da coluna (COSTA et al., 2016).

O célculo para o aumento de escala volumétrico produziu um fator de 1,40. Este valor, quando
multiplicado pela vazdo de 2,0 mL.min™! (CCC1), exigiria uma mudanca na vazio para 2,8 mL.min"
!, que ndo foi usada para evitar perda de resolugio e fase estacionaria, pois a taxa méaxima de
revolugdo do equipamento HT Prep € de 860 rpm. O aumento de escala linear foi aplicado ao método
de transferéncia semipreparativo de 80 mL para 112 mL por um fator de 1,25. Este fator foi
multiplicado pela vazdo do CCC1 (2,0 mL/min™') resultando em um valor de 2,5 mL.min!. Valores
mais altos de Sf foram obtidos (Tabela 2), em comparagdo aos experimentos do CCC1, quando o
método foi transferido da coluna de 80 mL para a de 112 mL. Os resultados obtidos com a
metodologia aplicada ao fracionamento de EHPV em CCCS5 foram os mais eficientes para a
purificacao de artepilina C, rendendo 89,8 mg deste composto com 93% de pureza (HPLC-PDA) sem
o uso de nenhuma outra técnica de purificacao. Isso pode ser explicado em parte pela maior retengao
da fase estacionaria (um grande sangramento da fase estacionaria foi observado em CCC1 apds a
injecdo da amostra).

Em um estudo anterior de Pires e Castro (2023), a artepilina C foi obtida com 98% de pureza
(HPLC-PDA) usando purificagdo em coluna aberta com silica gel seguida por cromatografia liquida
de alta eficiéncia semipreparativa (fase reversa). No entanto, se compararmos a grande quantidade de
solvente usada em colunas abertas e o uso do solvente grau espectroscopico em CLAE
semipreparativo, o CCC se destaca como uma metodologia que emprega melhor o conceito de
ecologicamente amigavel.

A metodologia CCC apresentada aqui para a obten¢ao dos biomarcadores de propolis verde
artepilina C,1 e bacarina, 2, permitiu uma diminui¢do no niumero de etapas para o isolamento dessas
substancias preniladas sem a necessidade de uma fase solida estacionaria. Além disso, foi possivel
obter bacarina e artepilina C de alta pureza, com um curto tempo de separagdo (aproximadamente 3
horas), baixo consumo de solvente e maior eficiéncia (Figura 34 e Figura 35). Embora o processo
de purificagdo utilize solventes organicos, a CCC ¢é uma tecnologia muito mais eficiente em
comparacao a cromatografia liquida convencional como CLAE semipreparativa, do ponto de vista do
consumo de solvente (ZHANG et al., 2011). A otimizagdo das varidveis operacionais (rendimento,
eficiéncia e risco ambiental), juntamente com o aumento linear de escala de CCC1 para CCC5
semipreparativo foi realizada com sucesso, destacando o potencial dessa técnica.

Figura 34-Isolamento de (1) artepilina C, (2) mistura de triterpenos, (3) bacarina e (4) culifolina no
fracionamento de propolis verde por CCC.
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Figura 35-Perfil Cromatografico em CLAE-DAD (280 nm) das substancias identificadas no
fracionamento de EHPV em Cromatografia Contracorrente.

A capacidade de trabalhar em modos de elui¢do normal (cauda-a-cabeca) ou reverso (cabeca-
a-cauda), usando a mesma coluna cromatografica, torna a CCC uma alternativa versatil e muito
atraente para a separagdo de produtos naturais (SPORNA-KUCAB et al., 2018). Neste trabalho, foi
possivel mostrar que o modo de eluigao normal favoreceu a separagao das substancias mais polares
(artepilina C e bacarina). Em contraste, o modo de elui¢do reversa foi caracterizado pela separagao
satisfatoria do culifolina e da mistura de triterpenos (mais apolares).

4..3.2. Inibicao da formacdo do complexo RBD:ACE2 por extratos de propolis verde
brasileira e seus biomarcadores isolados

Tendo em vista o potencial da propolis verde para atuar como um agente anti-SARS-CoV-2
(CASSIMIRO et al.,, 2022), EHPV, EEPV, culifolina (CCC3 FR 15, pureza de 96% por HPLC-PDA,
Figura do apéndice A10), artepilina C (CCC5 FR 77, pureza de 96% por HPLC-PDA, Figura do
apéndice A6 e A7) e bacarina (CCC1 FR 50-55 purificada por CLAE-FR semipreparativa de acordo
com metodologia descrita em Pires e Castro (2023). Pureza de 98% por HPLC-PDA, Figura do
apéndice A8 e A9), isolados nas fragdes CCC de EHPV foram submetidos a um ensaio in vitro de
formacao do complexo Spike:ACE2 para avaliar sua capacidade de inibicdo. Entre as amostras
testadas, EEPV foi a mais eficaz, inibindo a formag¢ao do complexo em pelo menos 70% (Tabela 4).

Tabela 4. Taxas de inibi¢do (em porcentagem) da formagao do complexo RBD:ACE2 por extratos
de propolis verde (250pug.mL!) e seus biomarcadores (10puM) avaliados pelo imunoensaio Lumit™,

Extrato/biomarcador Inibicao %
Extrato hexénico de propolis verde (EHPV) 37.8
Culifolina* 42.6
Bacarina* 51.4
Artepilina C* 67.3
Extrato etanolico de prépolis verde (EEPV) 72.5

*substancias preniladas isoladas por fracionamento CCC1 de EHPV
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O extrato hexanico (EHPV), por outro lado, foi menos eficaz, reduzindo a formaciao do
complexo em menos de 40%. Apesar da menor atividade do EHPV (37,8%), as substincias preniladas
culifolina, bacarina e artepilina C, isolados do EHPV apresentaram melhor desempenho, prevenindo
em 67,3% (artepilina C) a interagdo RBD:ACE2, que ¢ tdo boa quanto o proprio extrato etandlico
(72,5%) na concentragdo de 10um.

Além desses resultados, tanto os extratos de propolis (EEPV e EHPV) quanto os compostos
isolados ndo interferiram na viabilidade das células VeroE6 (Figura apéndice All). Apds o
tratamento com EEPV e EHPV por 24 h, ndo foi detectada nenhuma diferenca significativa na
viabilidade celular (abaixo de 80%). Os mesmos resultados foram observados para bacarina,
artepilina C e culifolina. Considerando que a interacdo RBD:ACE?2 ¢ a etapa chave do processo de
entrada do virus na célula hospedeira, a inibicdo dessa interagdo potencialmente inibiria a infec¢ao
pelo virus (CAMPOS et al., 2023), portanto, os dados aqui apresentados fornecem evidéncias de que
a propolis verde (EEPV) e artepilina C podem atuar como fonte potencial de substancias anti-SARS-
CoV-2.

4.4. Conclusoes

O método aqui descrito fornece uma nova abordagem para a purificagdo de biomarcadores de
propolis por HSCCC de fase reversa e fase normal com alto rendimento. Os dados apresentados
fornecem evidéncias de que a prépolis é uma fonte potencial de substancias anti-SARS-CoV-2.
Estudos adicionais estdo sendo conduzidos por nosso grupo para aprofundar a compreensao da acao
observada e avaliar se ¢ possivel reproduzi-la em um modelo celular.

Outras investigacdes sobre o extrato de propolis verde EEPV e o uso de diferentes sistemas
de solventes serdo conduzidas para melhor purificagdo dos biomarcadores e isolamento de outras
substancias no extrato. Esses resultados contribuem significativamente para o conhecimento quimico
da propolis.

50



CAPITULO 11

ISOLAMENTO SELETIVO DE ARTEPILINA C DA PROPOLIS VERDE BRASILEIRA
POR CROMATOGRAFIA EM CONTRACORRENTE.
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5. CAPITULO II - ISOLAMENTO SELETIVO DE ARTEPILINA C DA PROPOLIS VERDE
BRASILEIRA POR CROMATOGRAFIA CONTRACORRENTE

Resumo

O isolamento seletivo por cromatografia contracorrente de artepilina C, um derivado prenilado do
acido p-cumarico, direto do extrato etandlico de propolis verde brasileira (EEPV) em uma tnica etapa
foi desenvolvido utilizando-se um sistema bifasico contendo solvente organico (hexano e acetato de
etila) e solug¢do de carbonato de sddio a 5%, baseado na capacidade de ioniza¢do de grupos carboxila
em meio basico, propiciamdo a extracdo seletiva de compostos como a artepilina C para a fase aquosa,
na foma de sal. O sistema de solventes hexano-Na;CO3z 5% aq foi inicialmente otimizado com
diferentes propor¢des de acetato de etila, sendo a propor¢do hexano-acetato de etila 1:1 — 5% aq.
NaxCOs selecionada. O fracionamento do extrato etanolico de propolis verde com esse sistema de
solventes forneceu artepilina C com 72% de pureza. Entretanto, o alto pH atingido com a solugdo de
NayCOs3 ionizou também outros derivados de natureza acida (acidos triterpenicos e outros derivados
fenolicos) e a base foi trocada por NaHCO3 a 4%. A composicao da fase organica foi novamente
otimizada sendo a propor¢do hexano-acetato de etila (8:2) e 4% de NaHCO;3 aquoso (1:1, v/v)
selecionada. O fracionamento do extrato etandlico de propolis verde com esse novo sistema de
solventes otimizado forneceu artepilina C com pureza de aproximadamente 81%, garantindo uma
excelente separagdao dos demais compostos presentes no extrato. A menor basicidade da solug¢ao de
bicarbonato nao foi capaz de ionizar outras substancias acidas e a menor concentragao de acetato de
etila impediu o carregamento de sal na fase organica. O monitoramento de EEPV e da fracdo
enriquecida de artepilina C foi feito off-/ine por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas de tempo de voo (LCQTOF).

Palavras-chave: Propolis verde brasileira; artepilina C, drupanina, bacarina, extragdo acido-base,
cromatografia contracorrente cromatografia contracorrente
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Abstract

The selective isolation by countercurrent chromatography of artepillin C, a prenylated derivative of
p-coumaric acid, directly from the ethanol extract of Brazilian green propolis in a single step was
developed using a two-phase system containing organic solvent (hexane and ethyl acetate) and 5%
sodium carbonate solution, based on the ionisation capacity of carboxyl groups in a basic medium,
which allows the selective extraction of compounds such as artepillin C to the aqueous phase, in the
form of a salt. The solvent system hexane-NaxCO; 5% aq was first optimised with different
proportions of ethyl acetate, with the hexane-ethyl acetate ratio 1:1 - 5% aq Na,COs being selected.
Fractionation of the ethanol extract of green propolis with this solvent system yielded artepillin C
with a purity of 72%. However, the high pH obtained with the Na>COs3 solution also ionised other
acidic derivatives (triterpenic acids and other phenolic derivatives) and the base was replaced by 4%
NaHCO:s. The composition of the organic phase was re-optimised, with a ratio of hexane-ethyl acetate
(8:2) and 4% aqueous NaHCOs (1:1, v/v). Fractionation of the ethanol extract of green propolis with
this new optimised solvent system provided artepillin C with a purity of about 81%, ensuring an
excellent separation from the other compounds present in the extract. The lower basicity of the
bicarbonate solution was not able to ionise other acidic substances and the lower concentration of
ethyl acetate prevented the loading of salt into the organic phase. EEGP and artepillin C enriched
fraction monitoring was performed off-line by liquid chromatography coupled to time-of-flight mass
spectrometry (LCQTOF).

Keywords: Brazilian green propolis; artepillin C, drupanin, baccharin, acid-base extraction,
countercurrent chromatography
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5.1. Introducao

Desde os tempos antigos, a propolis tem sido amplamente utilizado na medicina tradicional
para melhorar a satide e prevenir doengas, incluindo disturbios gastrointestinais, sendo que Hipocrates
historicamente a usava para tratar tlceras (COSTA et al., 2018). As abelhas colhem a propolis, uma
mistura complexa de substancia semelhante a uma goma com propriedades pegajosas e resinosas, dos
brotos e cascas de uma variedade de plantas para fechar os poros dos favos de mel e protege-los de
patoégenos, mantendo intrusos afastados (CHUANG et al., 2022).

A composicao da propolis ¢ influenciada por uma série de fatores, incluindo fontes vegetais,
localizagdo geografica e o periodo de produgdo, conforme destacado por Hirata e colaboradores
(2021). A propolis verde brasileira (PVB), obtida de Baccharis dracunculifolia, apresenta cor verde
e uma rica variedade de componentes quimicos (YAMAGA et al., 2024, COSTA et al., 2018;
GALEOTTI et al., 2021) Este produto apicola ¢ majoritariamente constituido por resinas (50%), ceras
(30%), oleos volateis (10%), pélen (5%) e outras substancias (5%), incluindo microelementos e
vitaminas (CUl et al., 2022, YAMAGA et al., 2021; HIRATA et al., 2021;). A cera de abelha contém
uma complexa mistura de compostos, como palmitato ¢ ésteres de oleato de alcoois alifaticos
(SOLEIMANIAN et al., 2018; AHANGARI et al,, 2018). Os principais constituintes dessa matrix
incluem derivados prenilados do acido para-cumérico, como artepilina C, drupanina e bacarina
(CONTIERI et al., 2022; DOS SANTOS et al., 2022; FIORINI et al., 2021; CUI et al., 2022;
BESERRA et al., 2020, CHAVES et al., 2023), além de triterpenos do tipo cicloartano (C3o € C31) €
derivados fendlicos como acidos anacardicos (DA SILVA et al., 2005; SILVA et al, 2008),
destacando-se também flavonoides como aromadendrina-4-éter metilico, betuletol e canferide
(SOUSA et al., 2011; KHOSHANDAM et al., 2023; AMANO et al., 2025).

O Brasil ¢ o terceiro maior produtor de propolis do mundo (BERRETTA et al., 2017) e 75%
da PVB chega aos mercados internacionais, com uma parcela significativa sendo exportada para o
Japdo. No Japao, a PVB ¢ reconhecida ndo apenas por seu uso direto, mas também como um
importante objeto de pesquisa voltado para a andlise de seus constituintes quimicos e propriedades
biologicas (SHAHINOZZAMAN et al., 2020; CHUANG et al., 2022, MARUYAMA et al., 2009;
SHAHA et al., 2022, UEDA et al.,, 2017; ITO et al., 2023; TANI et al., 2019). Esse interesse
internacional na PVB destaca sua importancia como um topico de pesquisa cientifica e interesse
comercial, destacando suas potenciais aplicacdes e beneficios.

Fenilpropanoides prenilados sdo constituintes muito comuns e abundantes na propolis verde
do Brasil, mas a artepilina C atraiu grande atengdo, ndo apenas por sua agdo antimicrobiana, mas
também por sua toxicidez para células tumorais (GALEOTTI et al., 2021; ENDO et al., 2018;
MEIRELLES et al., 2024, PELEGRINI et al., 2024; OTA et al., 2023). Consequentemente, a sintese
de artepilina C foi relatada, mas, devido ao rendimento limitado e aos custos elevados, essa
biomolécula tem sido ainda isolada a partir da propolis brasileira (GALEOTTI et al., 2021).

Embora a artepilina C seja relatada como um dos principais componentes fenolicos da propolis
brasileira, sua conccentragdo fica em torno de 5,0% a 11,0% sendo que sua taxa de extracdo nao
excede 5% (ZHAO et al., 2021; MIKAMI et al., 2021). Portanto, ¢ importante desenvolver métodos
eficazes para a extracdo direcionada dessa substancia bioativa. Apesar das pesquisas em curso
estarem voltadas para validar suas propriedades bioldgicas, a comercializagdo do composto como
medicamento ainda ¢ um desafio significativo (BERRETTA et al, 2017). A complexidade da
purificagdo da artepilina C a partir da propolis bruta, devido ao elevado teor de cera e a diversidade
de outras substancias fenoélicas, representa um entrave relevante. Mesmo com o uso de técnicas
sofisticadas como RP-HPLC, a obten¢dao de compostos puros a partir de fontes naturais continua a
ser uma tarefa dificil (CHUANG et al., 2022; LIANG et al., 2015).

Viérias técnicas foram desenvolvidas para o isolamento e purificacdo de artepilina C da
propolis verde brasileira desde o trabalho pioneiro de Aga e pesquisadores (1994), que relataram o
isolamento e a identificacdo deste composto a partir do extrato usando coluna de Sephadex LH-20.
A utilizagdo de cromatografia de permeacdo em gel usando Sephadex LH-20 e extragdo com fluido
supercritico combinada com solventes organicos, foi descrito por Chuang e coautores (2022). A
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inclusao de B-ciclodextrina foi usada por Nafady e colaboradores (2003), onde a propolis brasileira
foi submetida a um processo de dissolucdo em dgua destilada contendo [ -ciclodextrina, formando a
inclusao de P -ciclodextrina-propolis, a qual foi adicionado etanol. Essa técnica seletiva desenvolvida
nesse estudo permitiu isolar compostos fenolicos da propolis, como artepilina C e capilartermisina A,
além de outros métodos que requerem multiplas etapas de isolamento e purificagdo, como
cromatografia classica combinada com RP-HPLC preparativa, conforme estudos de Costa et al.
(2018), Costa et al. (2019) e Pires & Castro (2023). No entanto, ha algumas desvantagens distintas
para essas separagdes usando a purificagdo por meio de HPLC preparativo, como alto custo, baixo
rendimento, baixa taxa de recuperagao e operagao complexa, tornando-as inadequadas para
aplicagdes em larga escala. Portanto, ¢ fundamental desenvolver um novo procedimento de separacao
de producdo em massa, eficiente e de baixo custo para promover as amplas aplicagdes da artepilina
C.

A cromatografia contracorrente (CCC) destaca-se como uma técnica avangada para a
separac¢do e purificagdo direcionada de produtos naturais complexos como a propolis (SANTOS et
al., 2024). Sua capacidade de evitar problemas comuns como a adsorgao irreversivel de soluto, aliada
a redugdo do consumo de solventes e custos operacionais a torna uma op¢ao valiosa (LIANG ef al.,
2015). A CCC ¢ reconhecida por sua rapidez na separacao, eficiéncia na preparagdo e recuperacao
total do material, permitindo a inje¢ao direta de extratos brutos, sem a necessidade de pré-tratamento,
sendo especialmente Util para 0 manuseio de materiais resinosos como PVB (KHAN et al., 2018).

Em trabalho recente, nosso grupo de pesquisa (SANTOS et al., 2024) destacou a obtengao da
artepilina C a partir do extrato hexanico de propolis verde, alcancando 94% de pureza em HPLC-
PDA por meio da técnica de HSCCC com um sistema de solvente bifasico composto por hexano-
etanol-agua na proporcao de 4:3:1 (v/v). Essa substancia, derivada do 4cido p-cumarico, apresenta
um desafio significativo para sua separagdo, devido a presenga de outros derivados fenodlicos e
triterpenos acidos, como os 4cidos ambdnico e mangiferdnico.

Em continuidade a nossa pesquisa, este trabalho apresenta um avango em relaciao ao anterior
no sentido de extrair a artepilina C direto do extrato etanolico bruto por cromatografia contracorrente
em uma Unica etapa. Para a separacgdo e purificacdao desta substiancia da matriz da propolis, deve-se
levar em conta, sua caracteristica estrutural e a das demais substancias presentes, como os acidos
organicos fenolicos, especialmente no extrato etanodlico. Sendo assim, para otimizar o processo, a
separac¢do da artepilina C foi potencializada por métodos de extracdo acido-base, sendo aproveitada
as diferencas de solubilidade entre as formas acida e basica das substancias (NICHOLS, 2017; PIRES
& CASTRO, 2023).

Com base na capacidade dos derivados de acido fenolico da propolis de formar sais em
solucdes basicas e considerando os resultados bem-sucedidos alcancados anteriormente por nossa
equipe na extragao seletiva da 7-a-hidroxiroileanona, uma quinona diterpenica, direto do extrato em
diclorometano de folhas Tetradenia riparia (MILATO et al., 2018) por HSCCC com o sistema de
solventes hexano-5% de Na,COs3 aquoso (1:1), esse sistema de solvente foi otimizado para a extracao
seletiva de artepillina C.

Assim, este estudo propde uma extragdo seletiva, utilizando solucdes basicas para isolar a
artepilina C de EEPV. A técnica de cromatografia contracorrente (CCC) foi empregada para
maximizar os rendimentos e a pureza do composto prenilato. Adicionalmente, foi realizada a
identificacdo e analise do fingerprint de uma fracao purificada e do extrato EEPV, através da injecao
off-line de fragdes em espectrometria de massa de ionizagao por eletrospray (ESI-MS/QTOF).
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5.2. Materiais e métodos

5.2.1. Solventes e Reagentes

Os solventes utilizados para a preparacao dos extratos brutos foram de grau analitico e para
separacao HSCCC (cromatografia em contracorrente de alta velocidade) de graus HPLC ou ACS
analiticos, adquiridos da Tedia Brasil (Rio de Janeiro, Brasil). Todas as solugdes aquosas foram
preparadas com agua pura produzida pelo sistema de agua Milli-Q (Direct-Q® 3UV, EUA). O acido
acético e o acido cloridrico utilizados para neutralizagdo foram da Nuclear e Vetec, respectivamente.
As bases solidas, bicarbonato de sodio sélido e carbonato de sédio foram adquiridos da Vetec
Quimica Fina (Brasil), e utilizadas para fazer a solug@o basica no fracionamento da prépolis verde.

5.2.2. Preparacao dos extratos brutos

Conforme descrito no item 4.2.2 da pagina 37.

5.2.3. Aparelho de cromatografia em contracorrente de alta velocidade

O fracionamento de EEPV utilizando o carbonato de s6dio como base foi conduzido no
aparelho P.C. Inc., Potomac, MD, EUA, equipado com uma bobina tripla. A coluna de 70 mL (1,6
mm [.D.) foi usada com velocidade de rotacdo definida em 880 rpm. Os fracionamentos de EEPV
usando bicarbonato de s6dio como base foram realizados na coluna de 112 mL de um cromatdgrafo
de cromatografia contracorrente Quattro HT-Prep (AECS®, Bridgend, Reino Unido) equipado com
duas bobinas contendo duas colunas multicamadas de politetrafluoroetileno (PTFE); ¢coluna 1: 26
mL, 1,0 mm I.D., coluna 2: 224 mL, 3,2 mm I.D., coluna 3: 112 mL, 2,0 mm I.D., coluna 4: 120 mL,
2,0 mm L.DJ. A velocidade de rotagdo foi definida para 865 rpm. Ambos es sistemas HSCCC foram
conectados a uma bomba de fluxo constante Waters Modelo M-45 (WATERS, MA, EUA) e a um
coletor de fragdes Bio-Rad modelo 2110 (Bio-Rad, EUA). Uma al¢a de inje¢do de amostra PEEK de
5 mL conectada a uma valvula de inje¢do de 6 vias (Black, Bulkhead, Polyimide/PTFE, 1/16" OD
Tubing; 1/EA, modelo V-451, Idexhealth & science LLC, EUA) foi usada para injetar a amostra. As
separacdes foram realizadas em temperatura ambiente.

5.2.4. Selecao do sistema de solvente para fracionamento por HSCCC

A selecao do sistema de solvente apropriado para o fracionamento de EEPV foi feita pelo
teste de particdo em, tubo de ensaio, onde a amostra (2 mg de EEPV) foi dissolvida em diferentes
sistemas de solvente (Tabela 5). A estimativa visual dos valores do coeficiente de particao (K) dos
compostos-alvo foi obtida pela aplicacdo de volumes iguais de cada fase, superior e inferior, lado a
lado separadamente em placas de cromatografia em camada fina (CCD) de gel de silica (Tabela 6)
(Merck Art. 64271, Darmstadt, Alemanha), desenvolvidas com o sistema de solvente hexano: acetona
(70:30, v/v). Os resultados foram primeiramente visualizados sob luz UV (A=254 nm e 365 nm) e a
placa foi entdo pulverizada com reagente vanilina sulfurica seguido de aquecimento.
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Tabela 5. Sistemas de solventes testados pelo teste de particdo em tubo de ensaio para o
fracionamento de EEPV por HSCCC.

Fase Organica (v/v) Solugao basica aquosa (v/v) Razao volume (v/v)
hexano 5% NaxCOs3 (1:1)
hexano- acetato de etila (1:1) 5% NaCOs3 (1:1)
hexano- acetato de etila (8:2) 4% NaHCO; (1:1)
hexano- acetato de etila (7:3) 4% NaHCO; (1:1)
hexano- acetato de etila (1:1) 4% NaHCO;3 (1:1)

O célculo de K para a substancia-alvo artepilina C, 1 no modo de elui¢do reversa foi realizado
em todos os sistemas (Tabela 6). Os valores de K da substancia-alvo foram calculados dissolvendo-
se o residuo obtido pela evaporacao das fases dos sistemas de solventes testados em 1 mL de metanol
e analisando-se por HPLC-PDA. O valor de K foi expresso como a drea do pico da substincia na fase
organica estaciondria dividida pela area do pico da substincia na fase aquosa moével cuja faixa de
intervalo desejado para uma boa resolugdo ¢ 0,5 <K <2,5 (BERTHOD et al., 2016). Todos os valores
de K resultantes para a substancia 1 (artepilina C), resumidos na Tabela 6, foram obtidos escolhendo
a area do pico correspondente para a substancia prenilada.

Tabela 6. Coeficiente de particdo (K) da artepilina C, 1, no extrato etandlico de propolis verde
(EEPV) calculado para o modo reverso de eluigao.

Extrato Sistema de Solvente K+
EEPV  hexano- acetato de etila (1:1)- 5% sol.aquosa Na,COs (1:1)  0.99
EEPV  hexano- acetato de etila (8:2)- 4% sol.aquosa NaHCOs3 (1:1) 1,25

1

*artepilina C (tempo de retengdo: 25min)

5.2.5. Procedimento de separacao por HSCCC

Os dois sistemas de solventes (Tabela 6) foram usados em todos os fracionamentos de extrato
etanolico de propolis verde. O sistema bifésico foi preparado misturando-se propor¢des apropriadas
dos solventes em um funil de separagdo e ap0ds o equilibrio as fases foram separadas e desgaseificadas
por sonica¢do por 10 min antes do fracionamento por CCC ser executado. A coluna foi primeiro
preenchida inteiramente com a fase estacionaria superior organica sem rotacao e entdo a fase aquosa
moével foi bombeada com uma rotacdo de 880 (PC Inc) e 860 rpm (Quattro HT-Prep) até que o
equilibrio das duas fases fosse atingido. EEPV, dissolvido em 5 mL do sistema de solvente
selecionado (1:1, v/v, Tabela 6) foi entdo introduzido na coluna através de uma valvula de injecao
de amostra manual de 6 vias, usando uma al¢a de injecao de amostra de 5 mL.

Todos os fracionamentos foram realizados no modo de eluigado reversa (sentido cabega-cauda,
com a fase aquosa inferior como fase moével). Os fracionamentos com bicarbonato de so6dio foram
realizados no Quattro HT-Prep e os fracionamentos com carbonato de s6dio foram realizados no
aparelho Pc Inc com vazio de fase movel de 2,0 mL.min"!. Todas as fra¢des coletadas (4 mL), apos
neutralizadas com HCI e extraidas acetato de etila, foram analisadas por cromatografia em camada
fina (CCD) seguida de visualizag¢do sob luz UV (254 e 365 nm) e entdo pulverizadas com reagente
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de vanilina- sulfurica (Figura 36). As fragdes foram organizadas por similaridade em CCD e
analisadas por HPLC-PDApara identificar a artepilina C nos tubos coletados do fracionamento de
CCC.

Figura 36-lustracdo da metodologia aplicada na extracao seletiva em 4 etapas. Etapa 1: o extrato
etanolico foi fracionado por HSCCC com o sistema de solvente selecionado (CCC1 a CCC3). Os
derivados de 4cidos fenolico presentes em EEPV estdo na forma neutra quando entram em contato
com a fase estaciondrio organica mas sdo ionizados a medida que entram em conta com a fase movel
aquosa basica. Etapa 2: As fragoes recolhidas com a fase mdvel aquosa basica sdo neutralizadas com
o 4cido. Etapa 3: as fragdes neutralizadas sdo extraidas com acetato de etila e os acidos fendlicos
sao recuperados na fase organica. Etapa 4: as fra¢des sdo analisadas por CCD e/ou HPLC.

Os parametros analiticos estdo descritos na Tabela 7. Todos os fracionamentos foram
realizados no modo operacional de elui¢do-extrusao. Todas as fragdes foram evaporadas até a secura
(SpeedVac SPD 121P, Refrigerator Vapor Trap RVT400, Thermo Savant, EUA) e transferidas para
frascos pesados. Um grande deslocamento da fase estaciondria foi observado em todos os
fracionamentos até o 11° tubo coletado.

Tabela 7. Parametros analiticos para fracionamentos de EEPV por HSCCC

- Sistema de Solvente Quantidade Equipamento o/ \b
Injecdo  Extrato (mg) /coluna/extrusiao )
CcCcC1 EEPV H-A? (1:1) -5%NaxCO3(q) (1:1) 315 PC Inc/70mL/50 78.66
CCC2 EEPV  H-A*(8:2) - 4%NaHCO3(q) (1:1) 216 HTprep/112mL/56 89.29
CCC3 EEPV  H-A*(8:2) - 4%NaHCO3(q) (1:1) 464 HTprep/112mL/51 85.72

3hexano- acetato de etila ® Reten¢do da fase estacionaria dentro da coluna

58



5.2.6. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

O perfil cromatografico de EEPV, bem como o das fragdes obtidas nos fracionamentos CCC1
a CCC3, foi obtido conforme descrito no item 4.2.7 da pagina 41.

5.2.7. Analise por LC-ESI-MS/MS

As andlises foram realizadas em um equipamento LC-PDA_QTOF/MS (LC Agilent 1290
Infinity II) configurado com espectrometro de massa quadrupolo de tempo de voo (QTOF) da Agilent
6530 (Agilent, Santa Clara, CA, EUA) equipado com coluna C18 (50mm x 2,1 mm x 1.8um, Zorbax
extend, Agilent). As amostras (10 uL) foram analisadas a 40°C com um fluxo de 0,35 ml.mL. A
fase movel foi solugdo aquosa com 0,1% de acido férmico e SmM formiato de amonio (A) e metanol
com 0,1% de acido férmico e SmM formiato de amonio (B). O programa de gradiente iniciado atél
min com 35% B, depois de 35-80%B (1-20 min), 80—85% B (20-25 min), 85-90% B (25-30 min),
90%-95 B (30-35 min), 95%—-100% B (35-38 min) 100% B por 7 min e, seguido por um reequilibrio
da coluna de 5 minutos. O comprimento de onda no PDA foi 254 e 360nm. Os experimentos de MS
realizados com fonte de ionizagdo por spray eletronico (em inglés, ESI) no modo positivo e negativo
foram utilizados com as seguintes condi¢des de operagdo: vazdo de gis (N2) em 10 L.min’';
temperatura do gas em 300°C; nebulizador 38 psi; tensdo capilar 3500V; voltagem do fragmentador
em 120V e voltagem da agulha em 1000V. O modo de varredura completa do MS foi monitorado na
faixa de massa de 100 a 1000 m/z. Posteriormente, um experimento MS/MS foi realizado ¢ os
parametros definidos da seguinte forma: taxa de aquisicdo do espectro MS de 4 espectros/s, 10 ions
precursores por ciclo, tolerancia de erro em 20 ppm e energia de colisdo de 10, 20,40 ¢ 60 V.

As andlises de ionizagdo quimica a pressdo atmosférica (em inglés, APCI) no modo positivo
e negativo utlizaram as mesmas condi¢des supracitas diferenciando apenas nas seguintes condigdes
de operacdo: vazdo de gas (N2) em 8 L.min™!; temperatura do gas em 300°C; nebulizador 35 psi;
tensdo capilar 3500V e voltagem da agulha em 4V. Todas as operacdes, aquisi¢ao e analise de dados
foram realizadas no software Mass-hunter acquisition versao 11.0.

5.2.8. Analise quimiométrica usando o mass profiler professional (MPP)

Os dados obtidos foram tratados no software Mass-hunter qualitative com ESI no modo
negativo e depois exportados no formato .cef para serem usados no software Agilent Mass Profiler
Professional versdo 15.5 (MPP). Um diagrama de Venn foi criado no MPP para avaliar substancias
exclusivos para EEPV e CCC3 FR 40-55, bem como aqueles compartilhados entre os dois. Os
Cromatogramas de fons Extraidos (EICs) foram alinhados no MPP. O alinhamento foi baseado no
padrdo espectral e no tempo de reteng@o. Os espectros extraidos precisavam de uma correspondéncia
de 0,3 minutos e com erro menor que 10ppm para serem considerados 0 mesmo componente sem
filtragem. O gréafico de massa (Da) versus tempo de retengdo (minutos) produziram 2957 entidades
(ions encontrados) foram identificadas em EEPV e 827 entidades CCC3 FR 40-55.

5.3. Resultados e Discussao

A propolis verde, produzida por abelhas a partir de plantas do género Baccharis, € uma mistura
complexa de substancias do metabolismo secundario, rica em derivados do acido cindmico, como
artepilina C, 1, bacarina, 2, drupanina, 3, 4cido p- cumarico,4, e, culifolina, 5, que ¢ um produto de
degradacdo da artepilina C (Figura 37) (YAMAGA et al.,, 2021), dentre outros compostos como
acidos tritterpenicos (acido ambonico e mangiferonico) e os flavonoides aromadendrina-4-éter
metilico, betuletol e canferide. Andlise inicial do extrato etanolico de propolis verde (EEPV) por
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HPLC-PDA (Figura 38) confirmou essa complexidade mostrando os compostos majoritarios
artepilina C, 1, bacarina, 2, drupamina, 3 e acido p-cumadrico, 5. Nota-se ainda a presenca do
culifolina, 5, considerado um produto de degracao da artepilina C, produzido pela ciclizagao do grupo
prenila com a hidroxila fendlica. A degradacdo da artepilina C relatado por Arruda e pesquisadores
(2020) e Shahinozzaman e colaboradores (2020) ocorre devido exposicdo a luz e temperaturas
elevadas, e por ciclizagdo se transforma em culifolina.

Figura 37-Estrutura das principais ¢ substincias presentes no extrato etanolico de propolis verde
(EEPV)

<+“—Wn

Figura 38-Perfil cromatografico por HPLC-PDA(280 nm) de EEPV.

5.3.1. Extracio seletiva da artepilina C por HSCCC com um sistema de solventes composto
por solvente organico-solucio aquosa de Na2COs3 a 5%

Métodos de extragdo liquido-liquido t€m sido usados para a purificagdo de produtos naturais-
alvo, seja por HSCCC ou outras técnicas, como extra¢do contracorrente em varios estagios (MSCE)
(ZHANG et al., 2015). Os acidos hidroxicinamicos, reconhecidos por sua facilidade de ionizacao,
possuem a capacidade de formar sais quando expostos a solugdes basicas sendo eles derivados de
fenilpropanoides (DIXON et al.,2002, BALASUNDRAM et al., 2006). Valendo-se desta capacidade
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de acidos fenolicos da propolis de formar sais em solugdes basicas, o sistema de solvente hexano:
acetato de etila (1:1)-5% Na>COs3 aquoso (1:1) foi desenvolvido visando a extracdo seletiva de
artepilina C direto do extrato etanolico de préopolis verde. A polaridade da fase organica foi
otimizanda em relagdo ao sistema original hexano - 5% Na,CO3 aquoso (1:1), desenvolvido
inicialmente por nosso grupo de pesquisa para o isolamento seletivo de uma quinona diterpenica do
extrato em diclorometano de folhas de 7. riparia (MILATO et al., 2018). O ajuste de polaridade foi
necessario devido a natureza polar da matriz, o extrato bruto etanolico de propolis, proporcionando
sua melhor solubilizagdo no sistema, um requisito necessdrio ao preparo de amostras para
fracionamentos por CCC (ZHOU et al.,, 2023). Ao realizar o teste usando o SS hexano - 5% Na;COs3
aquoso (1:1), ndo houve solubilizacdo do extrato sendo testado hexano: acetato de etila (1:1)-5%
NaxCOs3 aquoso que permitiu a solubilizagao

O valor de K calculado para a artepilina C, 1, nesse sistema de foi 0,99, indicando uma
separacao rapida desse composto-alvo com um volume de coluna (V¢ = 70ml). O EEPV foi entdo
inicialmente fracionado no modo reverso de elui¢do (fase aquosa basica como fase movel) na coluna
de 70 ml do equipamento PC Inc (CCC1). Um total de 50 fracdes com rotagdo e 50 fragdes sem
rotagdo foram coletadas e avaliadas por CCD (Figura 39), bem como por HPLC-PDA apds
neutralizacdo, tubo a tubo, da fase movel aquosa com HCI e recuperacao por extragdo com acetato de
etila (Figura 36). Esse procedimento forneceu a artepilina C, 1 nas fragdes 20-26 (Figura 40) com
72% de pureza (HPLC-PDA). As impurezas minoritarias foram identificadas como uma mistura de
derivados de cicloartenol (acidos ambonico e mangiferonico) previamente isolados da prépolis verde
por nosso grupo (SANTOS et al., 2024), e outros compostos fenolicos. Essas substancias sdo
amplamente relatadas na literatura sobre propolis (GALEOTTI et al., 2021; SILVA et al., 2005;
KARDAR et al., 2014; PUIIRAHAYU et al., 2019; THANH et al., 2021).

Figura 39-Perfil cromatografico (CCD de CCCI1 pulverizado com reagente vanilina- sulfrica) das
fragdes reunidas obtidas no fracionamento de EEPV por HSCCC com o sistema de solventes hexano-
acetato de etila (1:1) — sol. aquosa de Na,CO3 5% (CCC1). A seta vermelha indica as fragdes contendo
a substancia-alvo 1, artepilina C.
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Figura 40-Perfil cromatografico por HPLC-PDA (280 nm) das fragdes 20-26 do fracionamento
CCC1 mostrando um pico com tempos de retencao de 25,154 min correspondentes a artepilina C, 1.

Adicionalmente, observou-se, além de intenso sangramento de fase estacionaria nas primeiras
fracdes, acompanhadas de precipitado, uma quantidade significativa de sal inorganico em quase todas
as fracOes analisadas que provavelmente foi parcialmente arrastado pelo acetato de etila utilizado no
sistema de solventes. Analise do precipitado revelou grande quantidade de artepilina C impura,
acompanhada de sal inorganico. Para a completa remocao do sal nas fracdes foi necessario realizar
ressupendar a fracdo em agua e realizar uma nova parti¢do, inviabilizando o célculo da taxa de
recuperagao da artepilina C do extrato etandlico.

5.3.2. Extracio seletiva da artepilina C por HSCCC com um sistema de solventes composto
por solvente organico-solucio de NaHCO3 a 4%

O alto poder ionizante do carbonato de sddio no sistema hexano-acetato de etila (1:1) - 5%
Na>COs aquoso 1:1 v/v provavelmente permitiu a ionizagdo dos acidos fendlicos e também dos
triterpenos acidos presentes em EEPV. Como forma de contornar tal problema, decidiu-se realizar a
extracdo com solvente ativo, utilizando agora uma base mais fraca, como o bicarbonato de sodio,
para que apenas os derivados de acidos hidroxicindmicos fossem ionizados, evitando assim, a
ionizacao de outras substancias menos acidas, como acidos triterpenos pentaciclicos.

No estudo conduzido por Juodeikait e coautores (2022), uma solug¢do aquosa de bicarbonato
de sodio a 5% foi utilizada para extrair compostos de propolis por meio de extragdo assistida por
micro-ondas. Os resultados evidenciaram um aumento significativo na concentragao total de acidos
hidroxicindmicos apds quatro ciclos de extragdo, indicando que o bicarbonato de sodio foi essencial
para otimizar a eficiéncia da extra¢do desses compostos da propolis. Dessa forma, um novo sistema
composto por uma solucdo aquosa de bicarbonato de sodio a 4% como fase aquosa, e diferentes
proporgdes de hexano — acetato de etila como fase organica foi estudada. Trés proporgdes distintas
de hexano e acetato de etila: (1:1), (8:2) e (7:3), foram testadas.

A purificacdo do extrato de EEPV, utilizando o bicarbonato como base, permitiu a obtengao
do composto alvo, artepilina C, com mesma pureza cromatografica do sistema de solvente utlizando
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carbonato como base, conforme analise por HPLC-PDA. Além disso, a técnica resultou na presenga
de derivados prenilados menores nas fragdes 30-40, apos a neutralizagdo da fase movel aquosa com
HCI e subsequente recuperacao por extracdo com acetato de etila.

O uso de uma solugdo menos basica de NaHCO3 nao favoreceu a mistura de acido triterpénico
nas fragcdes, menor concentragao de sal inorganico e uma separacao eficaz de outros constituintes da
propolis verde.

Os resultados da CCD (Figura 41) demonstraram que o uso de uma solu¢ao menos basica de
NaHCO3 ndo permitiu a ionizagdo da mistura de acidos triterpénicos nas fragdes, bem como no
processo de neutralizagdo gerou menor concentracdo de sal inorganico e permitiu uma melhor
separacdo dos outros constituintes da propolis verde. Além disso, resultou que essas substancias
eluissem nas fragdes finais da corrida, apds a extrusdo. Essa eluigdo de triterpenos pentaciclicos
ocorreu na fase estaciondria organica, contribuiu para o aumento da pureza cromatografica da
artepilina C, bem como de outros derivados incluindo drupanina, bacarina e culifolina.

Figura 41-Composto: artepilina C, 1. Resultados da CCD de CCC2 pulverizado com reagente
vanilina- sulfurica. Linha vermelha: fracdes contendo &cido p-cumarico e outros prenilados, Linha
amarela: fragdes contendo prenilados e flavonoide. Linha verde: artepilina C e linha azul: fra¢des
contendo flavonoides, culifolina e triterpenos pentaciclicos.

As analises de HPLC-PDA das fragdes iniciais obtidas em CCC2 permitiu a identifica¢do do
acido p-cumarico (fragdes 13-17) e aromadendrina 4-metil éter(fracdes 18-20 ) e esta foi comparada
com padrdes disponiveis no laboratério. O perfil cromatografico por HPLC-PDA das demais fragdes
(Figura 42) demonstraram a eficiéncia do uso do bicarbonato de sddio (4%) no processo de extracdo
seletiva por CCC para artepilina C, além de possibilitar a separa¢cdo de outras substancias fenolicas
presentes no EEPV. As fragdes 24-28 mostraram uma mistura de bacarina e artepilina C. A artepilina
C foi eluida nas fragdes 30 -40 com elevada pureza e nas fragdes posteriores (fragdes 41 a 60) foi
misturada com o 4cido p-cumadrico: drupanina, bacarina e culifolina. O culifolina, produto de
degradacao da artepilina C, foi obtido nas fracdes 66 a 70. O aparecimento dessa substancia pode
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estar associado ao uso de um dacido forte (HCI) no processo de neutralizagdo da fracdo basica
recolhida da CCC.
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Figura 42- Perfil cromatografico por HPLC-PDA(280 nm) das fragdes reunidas em CCC2.
Estruturas das substancias: artepilina C,1, bacarina, 2, drupanina, 3, e 4cido p-cumarico, 4, €
culifolina, 5.

Foi observada a presenca de sal inorganico no CCC2 em quantidades significativamente
menores em comparagdo ao CCC1. Considerando a degradacao da artepilina C e a presenga, mesmo
que reduzida, de sais inorganicos, foram implementadas alteragdes estratégicas para o CCC3. Entre
essas, destaca-se a substitui¢do do &cido cloridrico pelo acido acético para a neutralizacdo do
bicarbonato de sodio, visando uma neutralizacdo mais branda para evitar alguma decomposi¢do da
artepilina C. Ademais, a neutraliza¢do passou a ser realizada também com o uso de um pHmetro, ao
invés da tradicional fita de pH, garantindo maior controle na verificagdo do pH.

A corrida de CCC3 adotou os mesmos parametros analiticos de CCC2, com a unica variacao
na quantidade de amostra, que foi dobrada (464 mg). Essas modifica¢des resultaram em melhoriais
significativas nos resultados, ndo formando mais sais inorganicos na amostra, além de fornecer a
artepilina, nas fragdes 40-55, com pureza de 81% por HPLC-PDA (Figura 43). Nesta fragdes foram
observados também a presenga de pequenas quantidades de drupanina (7,2%) bacarina (6,6%) e
culifolina (5,1%). O fracionamento continuou até o tubo 71, momento em que observou-se uma
diminui¢do da pureza, atribuida ao aumento da eluicao de drupanina, culifolina e bacarina.
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Figura 43- Perfil cromatografico por HPLC-PDA(280 nm) das fracdes reunidas em CCC3.
Estruturas das substancias: artepilina C,1, bacarina, 2, drupanina, 3, ¢ culifolina, 5.

O culifolina, isolado a partir do tubo 44 e eluido até o tubo 71, apresentou uma pureza
cromatografica inferior (11%) quando comparado a CCC2 (60%). Em termos qualitativos, constatou-
se que a substitui¢do para o acido acético foi eficaz para evitar a degradacdo da artepilina,
especialmente em comparacdo ao uso de acidos mais fortes, como o acido cloridrico (caso CCC2).

Considerando que EEPV ¢ uma matriz complexa e que geralmente separacdes CCC
unidimensionais ndo sdo suficientes, os dados observados corroboram com o uso do equipamento
CCC para o processo de separacdo seletiva de artepilina C. Neste trabalho foi possivel mostrar uma
metodologia alvo inédita para obtencao de artepilina C de EEPV usando a técnica CCC em apenas
uma etapa sem a necessidade de uso de fase estacionaria solida.

No estudo quantitativo com a propolis verde realizado por Pires & Castro (2023), a propolis
proveniente do mesmo apicultor utilizado nesta pesquisa, foi submetida a um fracionamento por
métodos tradicionais. Nesse processo de quantificagcdo, o teor da artepilina revelou um valor de 3,47
+ 1,0739 mg em 100 mg de extrato. Nessa pesquisa foi possivel isolar uma fra¢do enriquecida com
artepilina C (massa de 37,70 mg, fragdes 40-55) a partir de 464 mg de extrato bruto, resultando em
uma taxa de recuperagao de 8,125% com pureza cromatografica de 81% por conversao direta. A taxa
de recuperagao seria maior se fosse reunidas as demais fragcdes impuras em que artepilina C estivesse
presente. Diante desse resultado, o CCC permitiu a extra¢do seletiva da artepilina em um curto
periodo de separacdo, aproximadamente 3 horas, utilizando baixo consumo de solvente e
apresentando elevada eficiéncia. A otimizagdo das variaveis operacionais, incluindo a utilizagdo de
ferramentas adequadas para o controle do pH e a troca do 4cido e da base, assegurou condigdes ideais
para a realizag@o da separagdo e isolamento deste biomarcador da propolis verde.

5.3.3. Perfil cromatografico (fingerprint) por LC-MSMS dos metabdlitos presentes na fracio
do EEPV por HSCCC

A hifenizagdo de CCC para outras técnicas analiticas tem sido cada vez mais usada,
especialmente cromatografia liquida—espectrometria de massa em tandem (LC—MS/MS), para anotar
rapidamente compostos bioativos em misturas complexas derivadas de produtos naturais ((LEITAO
et al., 2021). As substancias naturais oriundas do metabolismo especial de propolis tém sido uma
poderosa fonte de principios ativos. No entanto, a caracterizacdo de constituintes que venham a
contribuir como alvos moleculares importantes necessitam de técnicas para triagem de extratos
complexos; e para isso as técnicas hifenadas tem sido poderosa ferramenta analitica (SARKER & ,
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NAHAR 2012). Na busca de métodos rapidos de triagem quimica que sejam capazes de caracterizar
as substancias presentes na matriz sem a necessidade de isolamento e caracterizagdo estrutural
posterior, as técnicas combinadas (hifenadas), como HPLC-DAD, LC-MS, LC-MS/MS, GC-MS,
tem sido empregada na analise de produtos naturais, em especial para a matriz de propolis (TAMFLU
etal., 2019, FU et al., 2019; DAR et al., 2019).

Com relagdo a cromatografia liquida, esta ¢ muito utilizada para o isolamento de produtos
naturais e purificacao de produtos de reagdes quimica ou mesmo no controle de qualidade de produtos
farmacéuticos e alimenticios. Essa técnica tem sua versatilidade baseada no grande nimero de fases
estaciondrias existentes, as quais possibilitam analises e diferentes mecanismos de separagoes,
permitindo avaliar uma gama de substancias com alta eficiéncia (DAR et al., 2019). Devido a sua
versatilidade, a HPLC vem suprir algumas limitagcdes da GC quanto ao tipo de substancias que podem
ser separados, uma vez que a cromatografia em fase gasosa sO separa compostos volateis ou
volatilizaveis termicamente estaveis (GOMES, 2010).

O grande avanco das técnicas combinadas tém representado novas estratégias para
caracterizacdo do perfil quimico (fingerprint) de amostras complexas de diferentes extratos, de
origem animal e vegetal, e nesse contexto, estas ferramentas analiticas tem sido de grande valia
(DONNO et al., 2015). A separacdo, identificacdo e quantificagdo de constituintes em extratos
vegetais complexos ¢ uma tarefa desafiadora. No entanto, hoje uma multiplicidade de diferentes
técnicas de separagdo, fases estacionarias especificas e detectores estdo disponiveis, ajudando a
atingir a seletividade, sensibilidade e velocidade desejadas para quase qualquer problema de
separacao. A técnica mais proeminente ¢ popular nesta area de pesquisa ¢ definitivamente a
combinagdo de cromatografia liquida e espectrometria de massa. (GANZERA & STURM, 2018).

As metodologias hifenadas baseadas no uso das técnicas de LCMS e LC-MS/MS apresentam
alta sensibilidade e grande potencial de informagdes estruturais tornam-se uma ferramenta analitica
importante, tanto na identificagdo de novas substancias como no mapeamento metabolomico de
determinadas classes de substancias (WANG et al, 2011; STEINMANN & GANZERA,
2011). Devido as suas caracteristicas inerentes de medi¢des de massa precisas e alta resolugdo, a
MS de tempo de voo (TOF) ¢ bem adequada para este campo, especialmente para aplicacdes
qualitativas (ZHOU et al., 2009). Além disso, sdo ferramentes preferenciais usadas para mapeamento
das substancias de caracteristicas mais polares (fenois e flavonoides) em extratos vegetais € animais.
Apesar das novas técnicas de andlises hifenadas que se encontram disponiveis no mercado
englobarem modernidade, eficiéncia, rapidez e, vir contribuindo substancialmente na separagdo e
identificacdo de amostras complexas, ainda ha limitagdes quanto ao seu uso, em detrimento da baixa
concentracdo do componente nas matrizes, € em especial, o custo elevado do equipamento e seus
insumos (solventes, colunas, etc) (STEINMANN & GANZERA, 2011; SISMOTTO et al., 2013).

Como os componentes presentes na matiz da propolis sdo na sua maioria substincias
fenolicas, acidos carboxilicos e seus derivados, os mesmos podem ser ionizados e serem analisados
por a espectrometria de massas com ionizagdo por “electrospray” (ESI-MS), no modo positico ou
negativo (XU et al., 2020). A importancia desta técnica se deve a seu uso para simples determinacao
do peso molecular e/ou quantificacdo de uma substancia, mapeamento metabolomico ou mesmo em
estudos de determinagdo estrutural (DEMARQUE et al., 2020). Os métodos MS/MS fornecem uma
analise rapida de fenolicos e podem, portanto, determinar e validar com sucesso a qualidade dos
produtos a base de propolis (SAFTIC et al., 2020).

No presente trabalho a vantagem do uso desta técnica hifenada, se deu, porque de maneira
geral, a presenca de moléculas de baixa massa molecular e contendo poucos sitios ionizaveis,
produzem espectros de massas simples por ESI, e uma andlise estrutural mais detalhada da
composicdo quimica dos extratos foi auxiliada com o uso da espectrometria de massas seqiiencial
MS/MS contrastada com o banco de dados de substancias organicas criada pelo nosso grupo de
trabalho. A vantagem de usar a técnica LC-MS/MS, o que caracteriza a espectrometria de massas
sequencial (MS/MS), foi porque, assim, foi possivel fazer a selecdo de duas razdo m/z, uma para o
precursor e outra para o fragmento, resolvendo o problema na qualifica¢do de isdmeros que co-eluem,
desde que possuam fragmentos com diferentes razdes de m/z. O analisador usado neste trabalho foi o

66



analisador quadrupolo - tempo de voo (QTOF), que direciona os ions ortogonalmente do quadrupolo
ao tempo de voo, através de um acelerador de ions, para andlises no modo de espectrometria de
massas em série (MS/MS) com varredura dos ions produtos (GUILHAUS et al., 2000; SISMOTTO
etal, 2013).

Os extratos de propolis verde foram analisados por meio de ionizacao por eletronspary com
espectrometria de massas (ESI-MS) e ionizac¢ao por pressdo atmosférica (APCI-MS) nos modos de
ionizacao positivo e negativo. A analise dos espectros dos extratos de propolis verde indicou que o
modo de ionizag@o negativo forneceu um nivel de sensibilidade mais alto que o positivo, permitindo
a identificacdo de varios substancias. A Tabela 8 mostra um total de 92 substancias possivelmente
identificadas.

Dados de fragmentagao MS/MS obtidos para 92 substancias foram usados para identificacao
e avaliacdo do perfil quimico (fingerprint) dos metabdlitos oriundo do fracionamento do extrato
etandlico de propolis verde, bem como para uma fragdo enriquecida (fragdo 40-55 de CCC3) com
artepilina C, proveniente de cromatografia de contra corrente. O uso da cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massa, tem sido fundamental para identificar € monitorar substancias
bioativas e contaminantes prejudiciais a saude humana em alimentos (THEURILLAT et al.,
2023), plantas (RAI et al., 2023) e produtos apicolas (COSTA et al., 2024).

Os ions precurssor e seus fragmentos obtidos nesta analise foram identificados com base na
comparacao de dados descritos nas referéncias apresentadas na Tabela 8. As possiveis substancias
identificadas pertencem as seguintes classes quimicas: flavonoides, fenilpropanoides, terpenos,
triterpenos pentacicliclios, lipideos fendlicos, aminodcido ¢ alcaloide. As substancias foram
identificados com base na massa exata (erro < 10 ppm) e fragmentagdo caracteristica.
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Tabela 8 - Perfil quimico do EEPV fracionado por CCC e analisado por LC-MS /MS com ESI (modo positivo e negativo) e APCI (modo negativo e

positivo).
MASSA MONO- -
: NOME DA FORMULA : Mz ERRO A
COMPOSTO lSO’{]());;ICA SUBSTANCIA MOLECULAR FONTE ESPECIE ST ®PM) MS/MS REFERENCIA
FENILPROPANOIDES
1 164,0480 Acido p-cumérico Co Hs03 ESI- [M-H] 163,0407 3.8 119,103  SUREK et al., 2021
2 180,0431 Acido cafeico Co HsO4 ESI- [M+HCOO] 225,0413 45 107 VIEIRA et al., 2023
3 192,0647 Acido quinico C7H 1206 ESI- [M-H] 191,0573 7,03 Nd* VIEIRA et al., 2023
4 194,0585 Acido ferlico ou CioH1004 ESI- [M-HJ" 193,0514 3,05 134,106  SUREK et al., 2021
isoferulico
2,2-Dimetil-6-
5 230,0948 carboxietenil-2H-1- C1aH140s ESI- [M-H] 229,0872 231 187,132,117 MACHZ‘B?? etal,
benzopirano®
6 232,1098 Drupanina CiaHi603 ESI- [M-HJ 231,1027 -0,49 187,132 SUREK et al., 2021
7 246,0897 Drupanal® C14H1:Ox ESI- [M-H] 245,0823 1,9 230000 TANLeral, 2019
3,4-dihidroxi —5- prenil
8 248,1059 4cido cinamico® CiaHi604 ESI- [M-HJ- 247,0988 4,27 203,185,148 MARCSOCO? etal,
9 248,1055 >-isoprenil do dcido Ci14H1604 ESI- [M-HJ" 247,0986 2,75 203,132 XU et al., 2020
cafeico
10 296,1044 Cafeato de cinamoila CisHi604 ESI- [M-H] 295,0987 -1,64 251 VIEIRA et al., 2023
1 298,1565 Culifolina Ci9H2205 ESI- [M-H] 297,1492 115 191 MARCSOCO? etal.,
12 300,1728 Artepilina C C19H203 ESI- [M-H] 299,1662 0,7 255244200 SUREK et al., 2021
Acido 3-prenil-4-(2-
13 302,1508 metilproprioniloxi)- CisH2204 ESI- [M-H] 301,1436 331 202, 132 MASC;JOCO? et
cinamico al.,
14 297,285, 271,
316, 1685 Capilartemisina A/B Ci9H2404 ESI- [M-H] 315, 1611 3,44 253,241,198, SUREK et al., 2021
186
3- hidroxi-2,2-dimetil-8- 297,285271,2
15 316,1690 prenil- 2H-1-benzopirano- C19H2404 ESI- [M-H] 315,1619 4,96 53,241,198, SUREK et al., 2021
6-acido propendico® 186
p-coumarato de } FALCAO et al.,
16 328,1326 o rosomiforil Ci9H200s ESI- [M-H] 327,1252 4,66 239 5023
17 330,1840 Derivado da artepilina C CaoHasOs ESI- [M+HCOO] 329,1768 2,55 299,255  SUREK et al., 2021
18 354,0948 Acido clorogénico Ci6H10 APCI + [M+H]* 355,1021 20,86 O3S SUN erat., 2019
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SALGUEIRO et al.,

19 360,0867 Acido rosmarinico CisHi160s ESI+ [M+H]* 361,0943 6 Nd* 2016
20 362,1730 Secoisolariciresinol C20H2606 ESI- [M-H] 361,1660 0,24 243,155 VIEIRA et al., 2023
21 364,1688 Bacarina C23 H2404 ESI- [M-H] 363,1614 3,63 187,149 SUREK et al., 2021
22 368,1116 Acido feruloilquinico C17H2000 ESI- [M-H] 367,1041 2,05 193,161 CONT%;I;I etal.,
2 378,1483 E-Bacarina 5'- aldeido C2H20s ESI- [M-+HCOOJ 423,146 424 Nd* FALCEO ctal
231, 211, X
24 380,1652 Derivado de drupanina C23H240s ESI- [M-H] 379.,1580 7.5 185,170,149, FALCZQZ% etal,
132
. o - B 229,185,163,
25 394,1432 Ester prenildicumarico C23H2206 ESI- [M-H] 393,1360 3,95 145.119 SUREK et al., 2021
(E)-3-(4-(((E)-3-(3,4-
diidroxi-5-(3-metilbut-2- 349.163.145
26 394,1455 en-1- C23H2206 ESI- [M-HJ 393,1377 9,7 S XU etal., 2021
. o . . 117
yl)fenil)acriloil)oxi)fenil)
acido acrilico
(E)-3- {4-hidroxi-3-[(E)-4-
(2,3-diidrocinamoiloxi)-3-
27 448,2261 metil-2-butenil]-5-prenil- Ca8H3205 ESI- [M-H] 4472185 2,5 2972295:1;61597’1 SUREK et al., 2021
fenil}-2- acido ’
propenoico®
0. . S B 353,191, 179,
28 516, 1462 Acido dicaffeoilquinico C25H24012 ESI- [M-H] 515, 1389 -3,31 61, 135 XU et al., 2020
. - ) 555,511,467,2
29 614, 3247 Derivado de artepilina C2 C38Ha607 ESI- [M-H] 613,3184 0,57 81, 269.229 SUREK et al., 2021
511, 467,
30 614, 3253 Derivado de artepilina C3 C38Ha607 ESI- [M-HJ 613,3184 1,61 299,281,255,2 SUREK et al., 2021
11,156
T : 515, 353, 191,
31 678, 1615 Acido tricafeoil quinico C34H30015 ESI- [M-H] 677, 1541 4,5 179. 135 VIEIRA et al., 2023
FLAVONOIDES
32 254,0956 2-hidroxi-4- Ci6H140s ESI- [M-H] 253,0883 4,97 209,162,145,1 - MACHADO et al.,
metoxichalcona 18 2016
33 256,074 Liquiritigenina ou CisH 204 ESI- [M-H] 25,0671 317 AT UREK era, 2021
Isoliquiritigenina 30
34 256,0751 Pinocembrina Ci15H1204 ESI- [M-H] 255,0679 5,97 213 XU et al., 2020
35 268,0750 Formononetina Ci6H1204 ESI- [M-H] 267,0680 5,52 252’2127%’1 9%, SUREK et al., 2021
36 272,0699 Pinobanksina Ci5H120s ESI- [M-H- H20] 253,0520 5,42 143,107 VIEIRA et al., 2023
37 272.0706 Narigenina Ci15H1205 ESI- [M-HJ 271,0631 7,68 177’]]%17’] 19, SUREK et al., 2021
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38 272,1058 Vestitol Ci6H16Ox ESI- [M-H- Ha0] 253,0879 3.46 145,118 VIEIRA et al., 2023
39 284,1064 Homopterocarpina C17H16Ox ESI- [M-H] 283,0991 5.26 163,149,119 VIEIRA ef al., 2023
40 286,0855 Isosakuranetina Ci6H140s ESI- [M-H] 285,0782 4,66 243,201,164, qUREK er al, 2021
(4-metil-naringenina) 136,108
41 286,0854 Caempferol C16H1:0s APCI - [M-H]" 285,0781 4,42 Nd* CHANG et al., 2008
Aromadendrina ) 259,215,177,
) 288,0661 R CisH120% ESI- [M-H] 287,0585 9.26 1 o%10y  SUREKetal,2021
8 290,0800 Epicatequina C1sH1:O ESI- [M-H- Ha0] 271,0623 3.46 Nd* VIEIRA et al., 2023
44 2980859 Fiter 8-metilico de retusina C17HuOs ESI- [M-H] 297,0787 5,93 285’3296;’12154’ SUREK e al., 2021
) 2842551631 MACHADO et al,
45 300,0646 Canferide Ci16H1206 ESI- [M-H] 299,0572 4,01 51.132,107 2016
) 257,179,151,
46 302,04410 Quercetina CisH1007 ESI- [M-H] 301,0368 4,71 o VIEIRA ef al., 2023
SUREK et al.,
47 302,0810 Aromadendrina-4-metil Ci6H1406 ESI- [M-H] 301,0738 6,63 273,255,180 2021
éter ,165
283,255,180,  SUREK et al.,
48 302,0817 Diidrocanferide C16H1:0% ESI- [M-H]" 301,0747 8.94 152,125,107 2021
VIEIRA ef al., 2023
49 306,0762 Epigalocatequina CisH1O ESI- [M-H] 305,0690 7,25 245157  VIEIRA et al., 2023
50 314,0805 Ermanin C17H1406 ESI- [M-H] 313,0733 4,66 298’21%255 * VIEIRA et al., 2023
51 316,0597 Ramnetina Ci6H107 ESI- [M-H] 315,0523 4,59 Nd* VIEIRA ef al., 2023
52 316,0951 Violanona C17H160s ESI- [M-H]" 315,0874 1,41 Nd* MACHZ‘E?S etal,
53 330,0761 Betuletol C17H1407 ESI- [M-H]" 329,068 6.41 314299271  SUREK et al., 2021
RIGHT et al.,
54 332,1640 Laricitina Ci6H120s ESI- [M-H] 331,1570 4,98 Nd* 2013
VIEIRA ef al., 2023
55 346,0718 Eupatolitina C17H140s ESI- [M-H] 345,0647 8,57 Nd* VIEI%;’ al,
56 370,1409 Pinobanksina-3-O- CaH206 ESI- [M-H] 369,1331 2,02 Nd* VIEIRA et al.,
hexanoato 2023
TERPENOS
57 286,2298 Totarol CaoH0 APCI + [M+H- H,0]" 269, 2265 031 Nd* SUR%; o al,
58 300,2098 Sugiol CaoHz0: ESI- [M+HCOO-H0] 327, 1978 2,94 Nd* SURTK cral.
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Isdmero do acido

- - - %*
59 3162037 4 idesidronbiético (1D CaoHs03 ESI [M+HCOO] 361, 2020 0,35 Nd VIEIRA et al., 2023
60 320, 2361 Acido isocupressico Ca0H320s ESI- [M-H] 319, 2290 2.9 275,257,204,1 - MARCUCCl et al.,
47,119 2008
Acido 15,16-epoxi-19-
61 332,1998 hidroxi-1,3,13(16),14- Ca0Has04 ESI- [M+HCOO] 377,1978 3,01 287,273,229,2 RODRIGUES et
" 01,146 al., 2019
clerodatetraen-18-6ico
62 334,2126 Acido agatico CaoH3004 ESI- [M-HJ 333, 2054 -5,38 Nd* SUREK et al., 2021
Acido junicédrico . 337,291,274,
63 336,2323 (dcido dlidrongition) CaoH3:04 ESI- [M-H] 335,2248 6,55 119,106 SUREK et al., 2021
Ester 15-metilico do acido ) 303,275,247,2 MACHADO et al.,
64 3482312 agitico CaiH304 ESI- [M-H] 347,2235 3,18 317156 5016
65 362,2464 Acido 15-acetoxi- C2H3404 ESI- [M+HCOOJ 407,2451 1,96 301,236,187,1 - SUREK et al., 2021
cupressico 34
E,D
66 4243685 Germanicone C30HisO ESI+ [M+H] 4253769 481 297,205,149  ALBUQUERQU
E et atl, 2007
E,D
67 426,3873 B-amirina/o-amirina CioHs00 ESI- [M+HCOOT 471,3857 2,68 205 TAV;*O'?SS etal.,
SUREK et al.,
454,3437 .. e . 4533361 2,12 2021
68 Acido mangiferonico C30Ha4603 APCI - [M-H] 351 PSANTOS ef al.,
2024
69 4563597 Acido mangiferslico CaoHis0s ESI- [M-H] 4553536 1,52 349’21239’207’ SUR;:OKZ o al,
24-metilenocicloartano- i EDSILVA et al.,
70 456,3953 38.26.diol C31Hs0: ESI- [M+HCOO] 501,3940 321 426,133,105 5005
451,423,4093
71 468,3602 Acido ambénico C31Has03 APCI + [M+H]* 469,3676 0,39 7733904700  SANTOSetal,
2024
3,147,109
72 470,3402 Triterpeno nao C30Ha04 ESI- [M-HJ- 469,3326 1,18 425357288, Ny eral, 2020
identificado 207
B ~ D
73 470,3409 Triterpeno ndo CaoHas0s ESI- [M-H] 4693335 2.71 426311207  SUREKeral,
identificado 2021
. i - 425357273,  EPSILVA et al.,
74 470, 3769 Acido ambélico C31Hs003 ESI- [M-H] 469, 369 1,92 205,153 5005
Triterpeno ndo A 457,427,393
75 472, 3546 N C30HagO4 ESI- [M-H- H:0] 453, 3352 1,42 327246205 SUREK etal, 2021
76 472, 3554 Triterpeno ndo C30HasO4 ESI- [M-HJ 471,3502 0,2 471409393, GUREK et al., 2021
identificado 377
ACIDOS GRAXOS
77 256,2410 Acido palmitico Ci6H30; ESI- [M-H]" 255,338 2,86 Nd* SURTR o al,
78 282,2565 Acido oleico CisH3402 ESI- [M-HJ 281,2493 2,31 255 SURzEOI; f’ al,
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SUREK et al.,

79 2842721 Acido estedrico CisHs60: ESI- [M-H]" 283,2649 1,96 Nd* e
80 3042411 Acido araquidénico Ca0H20; ESIL- [M+HCOO- H:0] 331,2289 2,94 Nd* SUREK et al., 2021
LIPIDEOS FENOLICOS
31729276, o
81 346,2520 Acido anacérdico (15:1) C2 H3403 ESI- [M-H] 3452446 3,47 219,150,122, SU%%I;le’ al,
105
D
82 348,2675 Acido anacérdico (15:0) CaaHeOs ESI- [M-H] 347,2601 3,08 303,106 SU};%I;” al,
345327303, o
83 372,676 Acido anacérdico (17:2) CaaHcOs ESI- [M-H] 371,2602 3,13 233.189.150, SURZ%I;’ al,
106
, D
84 3742834 Acido anacérdico (17:1) Ca4H3:03 ESI- [M-H]" 373.2760 3,38 329,161,106 SUI;%I;“ al,
, D
85 402, 3139 Acido anacérdico (19:1) Ca6H40s ESI- [M-H] 401,3073 1,13 357,189,106 SU}E%;” al,
OUTRAS CLASSES QUIMICAS
86 152,0474 Vanilina Cs HsO; ESI- [M-H]" 151,1080 0,48 107 MARCS()%(;I etal,
87 166,0627 Veratraldeido Co H1003 ESI- [M-H- H:0] 147,0449 1,78 121,108 ROBIRI%JZ%S e
88 170,0221 Acido gdlico C7HeOs ESI- [M-H]" 169,0148 3,16 Nd* SURzEé o al,
89 234,0896 Viscidona C13H1404 ESI- [M-H] 233,0824 1,53 189’1171%’147’ MACH%?? etal,
D
90 3392182 Lobelanidina CaHasNO» ESI- [M-H.0] 321,2082 4,66 Nd* VIElzRO‘;;t al,
SUREK et al.,
91 4621181 Cinamoil-galoil-hexosideo CH2011 ESI+ [M-+H- Ha0]" 445,168 412 Nd* 2021
92 748, 2226 Leucina-aspartato-lisina Ci6H3sNsO7 ESI- [M-H] 747,2150 1,56 Nd* VIEI?&;; tal,

*Nd: ndo detectado no MS/MS por néo estar entre os 10 fons mais abundantes por ciclo (set precurson ion per cycle = 10) P Dados experimentais observados em GC-MS e confirmados na biblioteca
NIST2023; ESubstincia isolada na referéncia indicada mas ndo realizado LCMS/MS.F Estrutura da substancia na Figura 44.
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Os derivados de 4cidos cinamicos prenilados sdo caracteristicos da propolis verde
(MARCUCCI et al., 2008) e a fonte ESI no modo de ionizagdo negativa ¢ preferencialmente a melhor
forma de identificacdo dessas substancias (XU et al., 2020, SUREK et al., 2021; VIEIRA et al.,
2023). O modo de ionizagao positiva em ESI permitiu a identificacdo de duas substancias e em APCI
permitiu a identificacao de trés substancias (Tabela 8). No modo de ionizagcdo negativa foram
encontradas 85 substancias sendo apenas duas substancias, kaempferol e o 4cido mangiferolico,
encontrado em APCI. Das 92 possiveis substancias identificadas no extrato de propolis verde, a
maioria pertence a classe dos flavonoides e fenilpropanoides. Em um estudo comparativo de propolis
verde de diferentes estados brasileiros, Righi e colaboradores (2013) e Vieira e colaboradores (2023)
relataram susbtacias fendlicas e flavonoides como as principais classes quimicas, o que corrobora o
perfil quimico encontrado no presente estudo.

As substancias apresentadas na Figura 44 foram escolhidas aleatoriamente para serem
apresentadas, e assim, como as demais da Tabela 8, foram detectadas nessa matriz e confirmadas
em diversas pesquisas cientificas. No trabalho realizado por Tani e colaboradores (2019) foi descrito
o isolamento ¢ a identificacdo de um novo derivado do acido cinamico, denominado drupanal
(composto 7), a partir do extrato etandlico da PVB, utilizando técnicas como participagao liquido-
liquido, cromatografia em coluna e CLAE preparativa. Além disso, os pesquisadores realizaram a
quantificagdo simultanea de 20 constituintes, incluindo 10 derivados de 4cido cindmico, 7 flavonoides
e 3 derivados de 4cido cafeoilquinico, empregando LC-MS/MS.

Em uma investigagdo paralela, Machado e colaboradores (2016) compararam a composi¢ao
quimica da propolis amarela originaria do Mato Grosso do Sul com a propolis verde, marrom e
vermelha, além de uma amostra de propolis amarela de Cuba, constatando perfis quimicos
qualitativos distintos entre elas. A presenca da substancia 2,2-Dimetil-6-carboxietenil-2H-1-
benzopirano (composto 5) foi observada nas propolis verde de Sao Paulo e Minas Gerais.

Por sua vez, Surek e colaboradores (2021) identificaram é4cidos cindmicos prenilados, como
o 3-hidroxi-2,2-dimetil-8-prenil-2H-1-benzopirano-6-acido propendico (composto 15) e o (E)-3-{4-
hidroxi-3-[(E)-4-(2,3-di-hidrocinamoiloxi)-3-metil-2-butenil]-5-prenil-fenil } -2-4cido ~ propenoico
(composto 27) em extratos de propolis verde e tubuna (oriundo de abelhas sem ferrdo Scaptotrigona
bipunctata). Além disso, Marcucci e colaboradores (2008) também conduziram uma anélise de
componentes principais (PCA) entre diferentes tipos de propolis, constatando, entre outras
substancias, a presenca do acido 3-prenil-4-(2-metilproprioniloxi)-cinamico (composto 13) na
propolis do Sudeste, que também foi encontrado no presente trabalho. Destaca-se ainda a confirmagao
da E-Baccharin 5"-aldeido (composto 23) que foi identificada nos estudos realizados por Rodrigues
e pesquisadores (2020) e Falcao e colaboradores (2023). Neste estudo, a substancia foi detectada na
forma de aduto com m/z igual 423. Contudo, esse ion produto além de outros ndo puderam ser
identificados na analise MS/MS, uma vez que nao fizeram parte dos dez ions mais abundantes por
ciclo, o que indica a necessidade de um aprimoramento metodologico para possibilitar a observagao
dos ions ainda ndo detectados.
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Figura 44-Estruturas quimicas de algumas substancias detectadas no EEPV por LC-MS/MS.

No presente estudo, composto 26 pertencente a classe dos fenilpropanoides foi identificado
por Xu e colaboradores (2020) em um estudo que analisaram o perfil quimico da propolis
identificando 28 principais substincias. Os autores também enfatizaram que a artepilina C ¢ o
principal marcador e identificou os flavonoides quercetina, pinobankisina ¢ canferide na propolis
verde. A pesquisa de Chang e colaboradores (2008) avaliaram os extratos etanolico e diclorometano
da propolis verde utilizando HPLC-APCI-MS (modo positivo) ¢ GC-MS, fornecendo valiosas
informacdes sobre a composi¢ao quimica da amostra de propolis verde, encontrando 78 substancias,
muitas dessas sendo acido benzoico e alguns benzoatos, e ésteres alifaticos, sendo valioso estudo para
o entendimento das substancias apolares.

No que diz respeito a classe de substancias mais lipofilicas, como os triterpenos pentaciclicos,
foi observados nas referéncias consultadas (SUREK et al., 2021; XU et al., 2020; VIEIRA et
al.,2023, CONTIERI et al.,2022) pouca ou nenhuma informagao sobre essas classes contidas na
propolis verde. Sendo assim, a busca na literatura de dados para contrastar com os resultados aqui
apresentado, ficou limitada.

Para a identificacdo das substancias contidadas na Tabela 8 (linhas dos terpenos ) da classe
dos triterpenos pentacilicos no EEPV, foi utilizado resultados obtidos com estudo prévio realizado
com o extrato hexanico de propolis verde por CCC (capitulo I). Por exemplo, os 4cido ambdnico
(composto 71) e mangiferonico (composto 68) foram isolados e identificados como mistura por GC-
MS em fragdes obtidas por CCC do extrato hexanico da propolis verde no presente trabalho
(SANTOS et al., 2024), e puderam ser utilizados como referéncias para auxiliarem no monitoramente
e identificagdo em fracoes obtidas também por CCC, agora no extrato etanolico de propolis. Esta
analise comparativa, permitiu identificar no EEPV a presenca também desses mesmos dois 4cidos
triterpenicos, além dos compostos germanicone (composto 66), amirina (composto 67) e 24-
metilenocicloartano-38,26-diol (composto 70).

Contieri e colaboradores (2022) conduziram um controle de qualidade em 17 extratos
comerciais de propolis brasileiras da regido Sudeste, incluindo 8 extratos etanolicos de propolis verde.
A analise revelou a presenga de 23 substancias, destacando-se a artepilina (composto 12) e a bacarina
(composto 21), sendo a artepilina C o principal marcador quimico nos extratos etanolicos conforme
evidenciado nesse estudo.

Apos o tratamento dos dados no programa MasHunter (Agilent), foi possivel avaliar os dados
por meio da andlise de conjunto. Assim, via diagrama de Venn (Figura 45), desenvolvido no MPP,
foi possivel analisar os ions exclusivos do EEPV e da fragdo CCC3 FR 40-55 em ESI no modo
negativo, assim como os ions compartilhados entre as duas amostras. A escolha do modo ESInegativo
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foi fundamentada no fato de que este proporcionou uma identificagdo maior de ions conhecidos,
conforme apresentado na Tabela 8. No total, o extrato bruto revelou 2957 ions, dos quais 312 foram
identificados entre as duas amostras. Para a fracdo CCC3 FR 40-55, foram observados 827 ions,
destacando que 515 novos ions foram detectados nessa fragdo. Esses ions ndo estavam entre os dez
mais abundantes do ciclo no extrato, mas surgiram durante o processo de enriquecimento da amostra.

Figura 45-Diagrama de Venn de analises pareadas pelo MPP (versao 15.5). (Azul) ions identificados
para EEPV; (vermelho) ions identificados para fragao 40-55 (CCC3); (Roxo) ions compartilhados
entre ambas amostras.

Esses resultados evidenciam o potencial da técnica de CCC na separagdo e no isolamento de
substancias, associado ao uso da técnica de LC-MS/MS, foi possivel observar que 70% dos ions
apresentados no extrato ndo estavam presentes na fragao enriquecida. A CCC aplicada ao extrato
etandlico de propolis verde possibilitou o enriquecimento e isolamento de substancias minoritarias,
que anteriormente eram dificeis de isolar através de métodos cromatograficos tradicionais, como
demonstrado pelo caso da drupanina. O monitoramento e a identificacdo das diferentes classes de
substancias apresentadas neste trabalho, foi realizado por meio de um banco de dados elaborado no
equipamento LC-MS/MS (Agilent) da CAM-UFRRJ e que foi comparados com dados da literatura.

Contudo, para avaliar a eficacia dessa metodologia aplicada a investigacdo de substancias
desconhecidas e, mesmo, conhecidas, foram analisados no software MPP, o total de ions gerados no
extrato etanolico bruto da préopolis verde e na fragao 40-55 (CCC3) em termos de massa (Da) dos
ions gerados versus o tempo de retenc¢ao (Figura 46). Os circulos vermelhos representam os 827 ions
presentes na fracdo enquanto os circulos azuis representam os 2957 ions totais presente em EEPV e
sua massa observada. Pode ser observado que a fracdo enriquecida obtida por CCC possui uma
abundancia de ions entre 300 a 600 Da, correspondente em tempo de retencao de 20-30 minutos.
Além disso, as substancia apolares presentes EEPV cuja massas ultrapassam 600 Da e com tempo de
retencao depois de 30 min bem como as substancias polares antes de 10 min tem pouca relevancia na
fracdo enriquecida.
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Figura 46-Grafico de entidades em termos de abundancia em massas (Da) versus tempo de retencao
(minutos) produzidos em MPP (versdo 15.5). (Azul) ions identificados para EEPV; (vermelho) ions
identificados para fragdo 40-55 (CCC3).

Os resultados apresentados no grafico da Figura 46 indicam a analise da quantidade total de
ions conhecidos e desconhecidos observados no extrato (2957), que apresenta uma distribuicao mais
consolidada entre as classes de massa de 200 a 600 Da, revela que apenas 3% desses ions foram
identificados como pertencentes a 92 substancias listadas na Tabela 8. Esses dados ressaltam um
notavel empobrecimento das informacgdes disponiveis sobre a composi¢do da propolis, em especial
no que tange as substancias com massas superiores a 600 Da, as quais sdo ainda pouco estudadas e
documentadas. Além disso, a comparagdo entre o total de ions observados na fragdo proveniente de
CCC (circulos vermelhos) e aqueles detectados no extrato (circulos azuis) demonstra uma quantidade,
consideravelmente, inferior de substincias nos circulos vermelhos, corroborando o potencial da
estratégia de CCC para o fracionamento dessa matriz complexa.

5.4. Conclusoes

Com o uso do sistema de solvente hexano-acetato de etila (8:2): 4% NaHCO3; em CCC foi
possivel obter artepilina C do EEPV com elevada pureza cromatografica (81%), conforme andlise
por HPLC-PDA. Este sistema de solvente ¢ considerado "ecologicamente correto", uma vez que a
mistura hexano-acetato de etila pode ser recuperada na fase estaciondria, e o sddio contido na solugao
de carbonato e bicarbonato nao € toxico para o meio ambiente apds neutralizacdo. Em comparagao
com métodos cromatograficos tradicionais, como cromatografia em coluna convencional ou CLAE
semipreparativa, a CCC demonstrou ser superior como técinica de separacdo e isolamento,
requerendo menos tempo, pode ser realizado em uma unica etapa e minimizou perdas da substancia.
Neste estudo, um total de 92 substancias incluindo fenilpropanoides (31), flavonoides (25), terpenos
(20), acidos graxo (4), derivados de lipideo fendlico (5) e outras classes quimicas que incluem
aminoacidos (2) e alcaloides (1) foram rastreadas e confirmadas por LC-MS/MS-QTOF. A triagem
desses compostos fornecerd uma contribui¢do significativa para o entendimento da composi¢do
quimica da propolis.
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CAPITULO III

EMPREGO DA CROMATOGRAFIA CONTRACORRENTE MULTIDIMENSIONAL NO
ISOLAMENTO E PURIFICACAO DE CONSTITUINTES QUIMICOS DO EXTRATO
ETANOLICO DE PROPOLIS VERDE BRASILEIRA
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6. CAPITULO III — EMPREGO DA CROMATOGRAFIA CONTRA CORRENTE
MULTIDIMENSIONAL NO ISOLAMENTO E PURIFICACAO DE CONSTITUINTES
QUIMICOS DO EXTRATO ETANOLICO DE PROPOLIS VERDE BRASILEIRA

Resumo

A cromatografia contracorrente multidimensional (MDCCC) é uma técnica versatil que tem se
tornado cada vez mais comum na purificagdo de substancias bioativas em matrizes complexas, como
¢ o caso da propolis verde brasileira (PVB). Esse produto apicola produzido pelas abelhas Apis
mellifera L., ¢ reconhecido por sua rica composi¢ao fitoquimica que inclui fenilpropanoides,
flavonoides, triterpenos, derivados de lipideos fendlicos, € uma variedade de outros constituites ainda
pouco explorados. Para isolar os constituintes quimicos dessas matriz complexa foi utilizado um
método geral util de estimativa de sistemas de solventes (GUESS), baseado, previamente, na analise
do extrato por CCD com diferentes sistemas de solventes aquosos € nao aquosos. O extrato etanolico
da prépolis verde (EEPV) foi inicialmente fracionado por MDCCC (cromatografia contracorrentre
multidimensional) utilizando um sistema de solventes bifasico aquoso constituido por hexano-acetato
de etila-etanol-agua (1:0,8:1:1, v/v), em modo de elui¢do isocratica normal. Este método permitiu
obter diretamente do extrato etanolico constituintes quimicos usuais na propolis verde, entre eles a
artepilina C, bacarina, diidrokaempferida, os isdmeros da capilartemisina A/B e o 4cido p-cumarico.
Para ao isolamento da drupanina e do betuletol de uma fragdo contendo uma mistura de betuletol,
canferide, drupanina e isosakuranetina, foi necessario realizar, ap6s a HSCCC, a cromatografia de
permeacdo em gel utilizando Sephadex LH-20. Posteriormente, para isolar uma mistura do acidos
anacardicos presente em fragdes combinadas menos polares foi utilizado MDCCC com um novo
sistema de solvente, hexano-cloroféormio-acetonitrila (1:0,1:1, v/v), associado a cromatografia de
exclusdo utilizando Sephadex LH-20. O estudo fitoquimico do extrato etandlico foi conduzido com
rapidez e eficiéncia, e os principais constituintes presentes nas fracdes obtidas (betuletol, canferide,
acido anacardico 17:1 e 19:1, culifolina, bacarina, artepilina C, mistura triterpénica dos acidos
ambonicos e mangiferonicos, drupanina, aromadendrina -4-metil éter, capilatermisina e acido p-
cumarico) por MDCCC foram submetidos a um estudo bioguiado em modelos de cancer de mama
(linhagens MCF-7 e MDA-MB-231), ressaltando assim, a importancia da PVB como uma fonte
promissora para a pesquisa em tratamentos oncologicos.

Palavras-chave: Extrato etandlico de propolis verde; composicdo quimica, cromatografia
contracorrente multidimensional.
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Abstract

Multidimensional countercurrent chromatography (MDCCC) is a versatile technique that is
increasingly being used to purify bioactive compounds in complex matrices, such as Brazilian green
propolis (BGP). This bee product, produced by Apis mellifera L. bees, is known for its rich
phytochemical composition, which includes phenylpropanoids, flavonoids, triterpenes, phenolic lipid
derivatives and a variety of other constituents that are still poorly understood. In order to isolate the
chemical constituents of these complex matrices, a generally useful estimation of solvent systems
(GUESS) method was used, based on the previous analysis of the extract by TLC with different
aqueous and non-aqueous solvent systems. The ethanol extract of green propolis (EEGP) was first
fractionated by MDCCC using an aqueous biphasic solvent system consisting of hexane-ethyl
acetate-ethanol-water (1:0.8:1:1, v/v), in normal isocratic elution mode. This method allowed us to
obtain directly from the ethanol extract the usual chemical constituents of green propolis, including
artepillin C, bachcarin, dihydrokaempferide, capillartemisin A/B isomers and p-coumaric acid. To
isolate drupanin and betuletol from a fraction containing betuletol, kaempferide, drupanin and
sakuranetin, it was necessary to perform gel permeation chromatography on Sephadex LH20 after
HSCCC. Subsequently, for the purification of less polar combined fractions, MDCCC with a new
solvent system hexane-chloroform-acetonitrile (1:0.1:1, v/v) combined with exclusion
chromatography on Sephadex was used to isolate a mixture of anacardic acid. The present
phytochemical study of the ethanol extract was carried out quickly and efficiently, and the major
constituents present in the fractions obtained (betuletol, kaempferide, anacardic acid 17:1 and 19: 1,
culifolin, baccharin, artepillin C, triterpene mixture of ambonic and mangiferonic acids, drupanin,
aromadendrin methyl ether, capillathermisin and p-coumaric acid) were subjected by MDCCC to a
bioguided study in breast cancer models (MCF-7 and MDA-MB-231 cell lines), highlighting the
importance of BGP as a promising source for research in oncological treatments.

Keywords: Brazilian green propolis; drupanin, countercurrent chromatography, anarcardic acid
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6.1. Introducao

A propolis brasileira, especialmente a propolis verde, destaca-se como uma das mais estudada
no mundo (TAMFLU et al.,, 2019). Originada a partir da coleta dos botdes florais e dos exudatos de
Baccharis dracunculifolia pelas abelhas Apis mellifera (QUEIROGA et al., 2014; HERRERA-
LOPES et al., 2020) para defender a colmeia de intrusos e manter a temperatura das colonias (SON
et al, 2022). Essa resina natural ¢ um recurso de grande valor para a apicultura brasileira e o Brasil ¢
um dos maiores produtores de propolis no mundo (RIBEIRO et al , 2023; RIBEIRO et al , 2024;
STURM & ULRIH, 2020). A propolis tem sido amplamente utilizada devido as suas propriedades
farmacologicas, como antioxidante (COSTA et al., 2019; PIRES & CASTRO, 2023), antifungico
(BEZERRA et al., 2020), antiinflamatoria (ALMEIDA-JUNIOR et al , 2024), antimicrobiana
(HOSSAIN et al. , 2022), antiparasitarias (SFORCIN et al., 2012), as quais estdo relacionadas, na
maioria das vezes, com a composicdo quimica, influenciada pela florada local na qual as abelhas
buscam o substrato para fazer a propolis (SFORCIN et al., 2012).

A avaliagdo dos constituintes quimicos da propolis e a caracterizagdo de seu perfil quimico
apresentam desafios significativos, especialmente em um pais como o Brasil, que abriga uma vastidao
de biomas e, consequentemente, uma diversidade botanica (FRANCHIN et al., 2024). A propolis
verde, em particular, tem sido objeto de atencdo devido a sua composi¢do, onde se destacam os
derivados prenilados do 4cido para-cumarico, como artepilina C, bacarina, drupanina e
capilartemisina (Substancias 4, 1, 2, 5 e 6, respectivamente contidas na Figura 53) reconhecidos por
suas propriedades terapéuticas (CONTIERI et al., 2022; MOITA et al., 2022; COSTA JR et al., 2020;
FIORINI et al., 2021; CUl et al., 2022), incluindo atividades cicatrizante, antioxidante e antitumorais
(SIMANJUNTAK et al., 2024; RANA & BAJWA, 2023). Estudos recentes reforcam a eficacia da
apiterapia, apontando a artepilina C como promissora no combate ao cancer de prostata e ao cancer
de mama (OTA et al., 2023; MEIRELLES et al., 2024; YAMAGA et al., 2024; WANG et al., 2024),
enquanto a bacarina demonstrou ser promissora no combate a progressao tumoral (RODRIGUES,
2022; Ll et al., 2024; OLIVEIRA et al., 2014; GASTALDELLO et al., 2021; AKAO et al., 2003).

Além das substancias preniladas, também estdo presentes na propolis (incluindo a propolis
verde) os triterpenos pentaciclicos, classe de produtos naturais que apresenta potencialidades
terapéuticas (SILVA et al., 2005; KARDAR et al., 2014; PUIIRAHAYU et al, 2019; THANH et al.,
2021; EL-DAWY et al., 2022). Como exemplo, pode ser citado o caso do lupeol, investigado por
MITRA e colaboradores (2023) no combate ao cancer de mama triplo negativo. Alguns flavonoides,
como aromadendrina-4-metil éter (SOUZA et al., 2011; SIMOES-AMBROSIO et al, 2010),
diidrocanferide, isosakuranetina, canferide (MARUYAMA et al, 2009) e o betuletol também foram
reconhecidos como potentes agentes antitumorais (RUBIO ez al, 2009). Derivados de lipideos
fenolicos também estdo presentes na propolis verde, como misturas de dcidos anacardicos, que tem
se destacado por suas agdes contra Helicobacter pylori (CASTILLO-JUAREZ et al., 2007;
UMEHARA et al, 2020; SAWAYA et al., 2007).

Os produtos naturais consistem em uma vasta gama de compostos com diferentes polaridades,
tornando o estudo de sua composicao uma tarefa complexa. A separacdo completa de amostras de
produtos naturais utilizando cromatografia unidimensional convencional ¢ muitas vezes invidvel. A
cromatografia contracorrente multidimensional (MDCCC) ¢ uma técnica poderosa que tem se
tornado cada vez mais 1til ou versatil para purificar misturas complexas de substancias bioativas (LIN
et al, 2023). A MDCCC envolve a integragdo da CCC com outras técnicas analiticas, como
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), espectrometria de massa (MS) e cromatografia
gasosa (GC). Uma técnica multidimensional, na qual uma mistura especifica ¢ submetida a inimeras
processos cromatograficos, pode auxiliar na separagdo necessaria dos constituintes da mistura. Isso
inclui o uso de multiplas colunas, otimizagao de sistemas de solventes ou técnicas de monitoramento
on-line MUHIRE et al., 2024).
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A cromatografia contracorrente (CCC) ¢ uma técnica de separagdo amplamente utilizada na
separacdo e purificacdo de produtos naturais porque o HSCCC oferece vantagens unicas, como
nenhuma adsorg¢ao irreversivel, alta taxa de recuperagdao de amostra, ampla capacidade preparativa,
alta eficiéncia e processamento em larga escala (WANG et al, 2024; RENAULT et al, 2002;
MELLO & LEITAO, 2023). A fase estacionaria liquida sem suporte sélido é retida por gravidade e
forcas centrifugas. Fundamenta-se na parti¢do de um analito entre fases liquidas liquidas imisciveis
sem matrizes solidas, utilizando sistemas de solventes bifasicos, o que facilita a andlise de
componentes de trago em extratos complexos de produtos naturais e um enriquecimento desses
metabolitos vegetais bioativos sob condi¢des ndo destrutivas (PAN & LU,2007; KOSTANYAN et
al.,2020).

A escolha de um sistema de solvente adequado para a cromatografia contracorrente (CCC) ¢
uma etapa fundamental na purificagdo de produtos naturais, conforme destacado por Friesen e Pauli
(2005). O modelo GUESS (M¢étodo geral util de estimativa de sistemas de solventes, do inglés,
Generally Useful Estimate of Solvent Systems) oferece uma abordagem pratica para a previsao dos
valores de coeficientes de particao, K, de substancias em sistemas bifasicos liquidos para utilizagao
em CCC a partir da cromatografia em camada fina (CCD). Os autores enfatizam que a capacidade de
separacao da CCC ¢ otimizada quando os valores de K variam entre 0,4 e 2,5, atendendo a critérios
como sistematicidade, versatilidade, flexibilidade, eficiéncia temporal, adaptabilidade para ajustes
finos e aplicabilidade a misturas de composi¢des conhecidas e desconhecidas.

A variabilidade quimica da PVB apresenta significativos desafios para sua padronizagdo e
controle de qualidade, conforme destacado por KASOTE et al. (2022). Sendo assim, reconhecendo a
complexidade e a variagcdo da composicdo quimica da propolis, este estudo propde uma abordagem
fitoquimica voltada para o separagdo, isolamento e purificagdo de substancias do extrato etanolico
da propolis verde por cromatografia contracorrente multidimensional. O método de estimativa
geralmente util de sistemas de solventes (GUESS) aplicados a MDCCC para o estudo do extrato
etanolico da propolis verde, foi baseado na CCD utilizando diferentes sistemas de solventes aquosos
e ndo aquosos, ¢ algumas das fracdes obtidas e enriquecidas com alguns compostos bioativos, foram
testadas in vitro em modelos de cancer de mama.

6.2. Materiais e métodos

6.2.1. Solventes e Reagentes

Conforme descrito no item 4.2.1 da pagina 37.

6.2.2. Preparacio dos extratos brutos da propolis verde

Conforme descrito no item 4.2.2 da pagina 37.

6.2.3. Equipamento de cromatografia contracorrente de alta velocidade

Conforme descrito no item 4.2.3 da pagina 38.

6.2.4. Selecao do sistema de solvente para fracionamento por HSCCC

A selegdo do sistema de solvente apropriado para os fracionamentos da primeira corrida do
extrato etandlico (CCC1) foram feitos pelo teste de particdo em tubo de ensaio, onde o extrato
etanolico de propolis verde (2 mg) foi dissolvida em diferentes sistemas de solvente (Tabela 9 e 10).
A estimativa visual dos valores do coeficiente de parti¢do (K) das substancias alvo (artepilina C e
bacarina) foi obtida pela aplicacdo de volumes iguais de cada fase lado a lado separadamente em
placas de cromatografia em camada fina (CCD) de gel de silica (Merck Art. 64271, Darmstadt,
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Alemanha), eluida com o sistema de solvente hexano: acetona (70:30, v/v). Os resultados da CCD
(Figuras 47 e 49) foram primeiramente visualizados sob luz UV (A = 254 nm e 365 nm) e entdo
pulverizados com reagente vanilina sulftrica, seguido de aquecimento.

Tabela 9. Sistemas de solvente testados para o fracionamento do extrato etandlico de propolis verde
por HSCCC (CCC1)

Proporcoes dos

Experimento Sistemas de solventes (SS) ki ()
1 hexano-acetato de etila-metanol-agua 1:2:2:1
2 hexano-acetato de etila-etanol-agua 1:2:2:1
3 hexano-acetato de etila-etanol-agua 1:1:1:1
4 hexano-acetato de etila-etanol-agua 1:0,8:1:1

Figura 47-CCD da selecao do SS pelo teste de particdo em tubo de ensaio para o fracionamento de
EEPV por CCCI. Sistemas de solventes testados onde (S) significa fase superior e (I) significa fase
inferior e a numeragdo de acordo com a Tabela 8. (ART) artepilina.

O sistema hexano- acetato de etila-etanol-adgua (1:0,8:1:1, experimento 4 da Tabela 9 ) foi
selecionado apds o resultado de CCD (Figura 47) e o valor de K calculado para artepilina C , no
modo de elui¢do normal e reversa. Os valores de K foram calculados pela dissolugdo dos residuos
obtidos pela evaporagdo de cada uma das fases (fases superior e inferior) dos sistemas de solventes
testados, em 1 mL de metanol e analisados por HPLC-PDA. valor de K foi expresso como a area do
pico do composto na fase estaciondria dividida pela area do pico do composto na fase movel
(CONWAY, 1990). O valor de K foi expresso em K=0,86 e obtido pela escolha da area do pico
correspondente para artepilina C dentro do cromatograma do extrato de etanolico. Esse sistema de
solvente utilizado no fracionamento unidimensional de EEPV foi denominado CCC1 e os parametros
ajustados, inicialmente, aumentando o carregamento da amostra de 107 mg (CCC1.1) para 301,30
mg (CCC1.2) e depois para 636,40 mg (CCC1.3) conforme Tabela 11.

Adicionalmente, na MDCCC foi utilizada uma segunda dimensdao CCC x CCC nas fragdes
apolares reunidas de CCC1 sendo denominado CCC2 e na purificacdo de algumas substancias foram
utilizadas CCC x Sephadex conforme ilustrado no Esquema 48.
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Figura 48-Ilustracdo do estudo fitoqiiimico de EEPV.

A selecao do sistema de solvente apropriado para os fracionamentos das substancias apolares
(CCC2) foram feitos pelo teste de parti¢do em tubo de ensaio, onde o as fragdes apolares reunidas (2
mg) foram dissolvidas em diferentes sistemas de solvente (Tabela 10). A estimativa visual dos
valores do coeficiente de particdo (K) das substancias alvo (4cidos anacardicos) foi obtida pela
aplicagdo de volumes iguais de cada fase lado a lado separadamente em placas de cromatografia em
camada fina (CCD) de gel de silica (Merck Art. 64271, Darmstadt, Alemanha), eluida com o sistema
de solvente hexano: acetona (70:30, v/v). Os resultados da CCD (Figuras 49) foram primeiramente
visualizados sob luz UV (A =254 nm e 365 nm) e entdo pulverizados com reagente vanilina sulfurica,
seguido de aquecimento.

Tabela 10. Sistemas de solvente testados para o fracionamento das fracdes apolares por HSCCC
(CCC2)

Proporcio de

Experimento Sistema de solvente (SS) FS/FI*  Referéncia
solvente (v/v)
1 hexano- acetato de etila- etanol-agua 1:1:1:1 70/30 d
2 hexano- acetato de etila- etanol- 4gua 4:6:4:6 60/40 d
3 hexano- acetato de etila- acetonitrila 1:0,5:1 20/80 a
4 éter de petroleo-acetato de etila- etanol- agua 1:1:1:0,8 40/60 b
5 éter de petroleo-acetato de etila- metanol- dgua 1:0,8:1,1:0,6 40/60 b
6 hexano- acetonitrila-metanol 1:1:0,5 20/80 a
7 hexano-acetato de etila-acetonitrila 1:0,1:1 30/70 a
8 hexano-cloroformio-acetonitrila 1:0,1:1 30/70 c

FS/FI* - Proporg@o entre as fases superior (FS) e a fase inferior (FI)
"MARQUES et al., 2018; *ZHAO et al., 2019; ‘WANG et al., 2020; ‘LUAN et al., 2024

O sistema hexano-cloroférmio-acetonitrila (1:0,1:1, experimento 8 da Tabela 10) foi

selecionado apds o resultado de CCD (Figura 49) e o valor de K avaliado visualmente pela
distribuicdo do dcido anacardico entre as fase superior (S) e inferior (I).
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Figura 49-CCD da sele¢ao do SS pelo teste de particdo em tubo de ensaio para o fracionamento
HSCCC de EEPV. Sistemas de solventes testados onde (S) significa fase superior e (I) significa fase
inferior e numeragao de acordo com a Tabela 10. (ANAC) mistura de acidos anacardicos.

6.2.5. Procedimento de separaciao por HSCCC

Os sistemas de solventes escolhidos (Tabelas 9 e 10) foram usados misturando-se propor¢des
apropriadas de solventes em um funil de separagdo e apos o equilibrio as fases foram separadas e
desgaseificadas por sonicagdo por 10 min antes do fracionamento por CCC ser executado. A coluna
foi primeiro preenchida inteiramente com a fase estacionaria sem rotagdo e entdo a fase moével foi
bombeada com uma rotagdo de 860 rpm (Quattro HT-Prep) até que o equilibrio das duas fases fosse
atingido. EEPV (CCC1, CCC1.2 e CCC1.3) ¢ as fragdes apolares (CCC2), dissolvidos em 5 mL do
sistema de solventes selecionados (1:1, v/v, Tabelas 9 e 10) foram entdo introduzidos na coluna
através de uma valvula de inje¢ao de amostra manual de 6 vias, usando uma al¢a de injecdo de amostra
de 5 mL. O fracionamento CCC1 foi realizados no modo de eluigdo normal e o fracionamento CCC2
foi realizado no modo de eluigdo reverso (cabeca-cauda, modo de elui¢do reverso, com a fase aquosa
inferior como fase movel) com vazio de fase movel de 2,0 mL.min™!. Todas as fracdes de 4 mL foram
coletadas e analisadas por cromatografia em camada fina (CCD) seguida de visualizagdo sob luz UV
(254 e 365 nm) e entdo pulverizadas com reagente de vanilina- sulfurica. Os parametros analiticos
estdo descritos nas Tabelas 11 e 12. Todos os fracionamentos foram realizados no modo operacional
de eluicdo-extrusdo. Todas as fracdes foram evaporadas até a secura (SpeedVac SPD 121P,
Refrigerator Vapor Trap RVT400, Thermo Savant, EUA) e transferidas para frascos pesados.

Tabela 11. Parametros analiticos para fracionamentos de EEPV (CCC1) em modo de elui¢do normal
em HTprep (coluna 112mL) com fluxo 2mL.min"! e recolhimento de 4mL por tubo

Sistema de Propor¢ao de Quantidade

Injeciio Extrato solvente solvente (v/v) (mg) Extrusio Sf (%)®
ccCl.1 EEPV HEEWAT? (1:18:1:1) 107,00 >0 80,83
cccl2 EEPV HEgwaT:  (FO8ED 301,30 56 91,07
CCCl1.3 EEPV HEEWAT? (1:0.8:1:1) 636,40 56 90,60

aHexano-acetato de etila-etanol-agua ® Retengdo da fase estacionaria na coluna

O sistema de solvente escolhido (Tabelas 9) foi utilizado conforme pardmetro supracitados.
As fragdes apolares (CCC2) foram obtidas através da reunido das fragdes provenientes do
fracionamento de EEPV (Tabela 12). As fra¢des da corrida CCC1.2 FR 18 21 e as fracdes da corrida
CCC1.33 FR 10_15 foram reunidas (230,50mg) e dissolvidas em 5 mL do sistema de solvente
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selecionado (1:1, v/v, Tabelas 10) foram entdo introduzidos na coluna através de uma valvula de
injecdo de amostra manual de 6 vias, usando uma al¢a de inje¢do de amostra de 5 mL. O
fracionamento CCC2 foi realizados no modo de eluigdo reverso (cabega-cauda, modo de eluigao
reverso, com a fase aquosa inferior como fase mével) com vazdo de fase mével de 2,0 mL.min™".
Todas as fragdoes de 4 mL foram coletadas e analisadas por cromatografia em camada fina (CCD)
seguida de visualizacdo sob luz UV (254 e 365 nm) e entdo pulverizadas com reagente de vanilina-
sulftrica.Os parametros analiticos estdo descritos nas Tabelas 12. Todos os fracionamentos foram
realizados no modo operacional de eluicao-extrusdo. Todas as fragdes foram evaporadas até a secura
(SpeedVac SPD 121P, Refrigerator Vapor Trap RVT400, Thermo Savant, EUA) e transferidas para
frascos pesados.

Tabela 12. Parametros analiticos para fracionamentos das fragdes apolares obtidas de CCC1 (CCC2)
em modo de eluicio normal no equipamento HTprep (coluna 112mL) com fluxo 2mL.min™! e
recolhimento de 4mL por tubo

. Proporc¢ao .
Injecio Amostra S de solvente Quantidade Extrusio  Sf(%)°
solvente (mg)
v/v)
CCC1.2FR 18 21+ (10:0,1:1) 230,50

CCC2 Hex*: CHCI3:ACN 60 88,90

CCC1.33 FR 10 _15

aHex- hexano P Retencdo da fase estacionéria na coluna

6.2.6. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC-PDA)

Os extratos e as fragcdes obtidas por HSCCC foram avaliadas conforme descrito no item 4.2.7 da
pagina 41. Adicionalmente, os perfis cromatograficos para analise dos acidos anacéardicos foram
avaliados em um cromatografo liquido Prominence Shimadzu série LC-20A equipado com uma
bomba (LC-20AT), desgaseificador on-line (DGU-20A), forno de coluna (CTO-20A), amostrador
automatico (SIL-20AC) e detector PDA (SPD-M20A). A aquisicdo de dados foi processada pelo
software LCSolution (versdo 1.24, Shimadzu, Kyoto, Japao). As analises foram realizadas em uma
coluna de fase reversa C18 (250 mm x 4,6 mm L[.D. x 5 um, LichroCART Merck), mantida a 35 °C.
A fase movel utilizada foi dgua acidificada com 1% de 4cido acético (solvente A) e acetonitrila
acidificado com 1% de 4acido acético (solvente B), com vazio constante de 1,5 mL.min"!' e volume de
amostra injetado de 10 pL. O gradiente iniciou com 90% de solvente B, mantendo em 90% de B até
5,8 min, depois 93% de B em 8 min, 95% de B em 10 min, 100% de B em 11 min, 100% de B em 24
min, retornando para 90% de B apdés 24 min. As amostras (2 mg.mL!) foram dissolvidas em
acetonitrila de grau espectroscopico, € a solucao foi filtrada através de um filtro (13 mm x 0,45 pm,
PVDF, Analitica).

6.2.7. Analise LC-ESI-MS/MS

As andlises foram realizadas em um equipamento LC-PDA_QTOF/MS (LC Agilent 1290
Infinity IT) configurado com espectrometro de massa quadrupolo de tempo de voo (QTOF) da Agilent
6530 (Agilent, Santa Clara, CA, EUA) equipado com coluna C18 (50mm x 2,1 mm x 1.8um, Zorbax
extend, Agilent). As amostras (10 uL) foram analisadas a 40°C com um fluxo de 0,35 ml.mL. A
fase movel foi solucdo aquosa com 0,1% de acido formico e SmM formiato de amonio (A) e metanol
com 0,1% de acido féormico e SmM formiato de amonio (B). O programa de gradiente iniciado até 1
min com 35% B, depois de 35-80% B (1-20 min), 80—-85% B (20-25 min), 85-90% B (25-30 min),
90%-95 B (30-35 min), 95%—-100% B (35-38 min)100% B por 7 min e, seguido por um reequilibrio
da coluna de 5 minutos. O comprimento de onda no PDA foi 254 e 360 nm. Os experimentos de MS
foram realizados com fonte de ionizagdo por spray eletronico (ESI) no modo positivo ou/e negativo
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com as seguintes condi¢des de operagdo: vazio de gas (N2) em 12 L.min’!; temperatura do gis em
300°C; nebulizador 38 psi; tensdo capilar 3500V; voltagem do fragmentador em 120V. O modo de
varredura completa do MS foi monitorado na faixa de massa de 100 a 800 m/z. Posteriormente, um
experimento MS/MS foi realizado e os parametros definidos da seguinte forma: taxa de aquisi¢ao do
espectro MS de 4 espectros/s e energia de colisdao de 10, 20, 40 e 60 V. Todas as operagdes, aquisicao
e andlise de dados foram realizadas no software Mass-Hunter acquisition versao 11.0.

6.2.8. Cromatografia de permeaciao em gel (CPG)

Cerca de 100g de fase estacionaria (Sephadex LH-20, Sigma-Aldrich) foi mantida em metanol
e apds a transferéncia do adsorvente para a coluna (82 cm X 3 cm), as fragdes obtidas do
fracionamento de EEPV (CCC1.2 FR 35-47, 40 mg) e a mistura de &cidos anacardico (46,80 mg)
proveniente do CCC2 foram dissolvidas em 5ml metanol, e aplicada no topo da coluna
cromatografica. A elui¢do foi realizada inicialmente no modo isocratico, com metanol:cloroférmio
(75:25, v/v), em um fluxo de 3,5 ml/min, para a separagao dos derivados fenilpropanoides e
flavonoides. Para os derivados de 4cido anacérdico, a separagdo se deu com uma mistura de
CHzCla:acetona (3:2). O eluato resultante foi coletado manualmente em frascos de vidro (6 ml), sendo
coletadas fragdes com 3 ml cada que foram monitoradas por CCD e reunidas conforme semelhanga
(fator de retengdo, Rf), evaporadas em rota evaporador (Buchi, r-210, EUA) e transferidas para
frascos pesados.

6.2.9. Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS )

Conforme descrito no item 4.2.6 da pagina 41.

6.2.10. Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear

Conforme descrito no item 4.2.8 da pagina 41.

6.2.11. Ensaio de viabilidade celular por reducio de MTT dos extratos de propolis brasileira e
substéancias isoladas dos fracionamentos em CCC

Os ensaios foram realizados pela doutoranda Raissa Eduardo dos Santos em colaboragdo com
a Profa Luciana Pereira Rangel (Faculdade de Farmacia, UFRJ). As células MCF-7 (cancer de mama
luminal) e MDA-MB-231 (cancer de mama triplo negativo) foram semeadas em placas de 96 pocgos
para aderéncia por 24h até atingir 70% - 90% de confluéncia. As células foram tratadas com 100
pg/mL com o extrato hexanico de propolis verde (EHPV), extrato etandlico de propolis verde
(EEPV), betuletol, canferide, 4cido anacardico 17:1, 4cido anacéardico 19:1, culifolina, bacarina,
artepilina C, mistura triterpénica dos acidos ambonicos e mangiferonicos, drupanina, aromadendrina
metil éter, capillatersina e 4cido p-cumarico. Apos 72 horas de tratamento, 30 pL. de MTT (brometo
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) a 0,5 mg/mL, diluido em PBS, foram adicionados
e as placas foram incubadas em uma incubadora a 37°C e 5% de COx por 2h. Os cristais de formazano
formados foram solubilizados em 100 pL de DMSO e as placas foram analisadas com um leitor de
microplacas multimodo SpectraMax Paradigm (Molecular Devices) a 570 e 650 nm.
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6.3. Resultados e Discussao

6.3.1. Separacao dos metabdlitos especiais do extrato etandlico de propolis por CCC1 com
sistemas aquosos

O fracionamento da propolis verde envolve diversas etapas, muitas das quais utilizam a
técnica de fase reversa-HPLC semipreparativa ou preparativa, conhecida por sua eficiéncia para o
isolamento de substancias com alta pureza. Contudo, o tempo e os custos elevados associados a
operacdo, incluindo a compra de solventes graus espectroscopicos e as perdas por adsorc¢do,
frequentemente tornam esses métodos tradicionais uma solugdo pouco atrativa.

Em CCC, os sistemas de solventes quaternarios hexano-acetato de etila-etanol-agua
(HEEWat) e hexano-acetato de etila-metanol-dgua (HEMWat) tém demonstrado eficiéncia no
fracionamento de substancias com polaridade média a moderada. A polaridade destes sistemas pode
ser ajustada por meio da variagdo nas propor¢des dos componentes dos solventes (LUAN et al.,
2024). Diante da riqueza em substancias com essas caracteristicas (Figura 50), o extrato etanolico de
propolis verde foi alvo de investigagdo utilizando a cromatografia contracorrente, visando aprofundar
o estudo fitoquimico desta matriz complexa.

Figura 50- Perfil cromatografico por HPLC-PDA (280 nm) em fase reversa do EEPV. Substancias:
1: artepilina C, 2: bacarina, 3: culifolina, 4: 4cido para-cumarico, 5: drupanina, 6: capilartemisina
A/B, 7: aromadendrina-4-metil éter, 8: isosakuranetina, 9: betuletol, 10: canferide, 11: mistura
triterpénica dos acidos ambodnico e mangiferonico e 12 a 15:derivados de acido anacérdico

Comparando-se visualmente por CCD a distribuicdo das substancias-alvo de EEPV nos
sistemas 1 a4 (Tabela 9), observou-se que ambos deram valores de K semelhantes (proximo do valor
de K=1) (0,5 <K <2,5) (BERTHOD et al, 2016), significando uma purificagdo com pelo menos
um volume de coluna (K=1) da artepilina C. Pode-se observar pelos dados da Figura 47 que as
substancia com Rf proximo da artepilina C (1) estdo bem distribuidas em ambas as fases mas a
mancha roxa tipica de mistura de triterpenos 4cidos (dcido ambonico e mangiferdnico) estdo mais
retidas na fase estacionaria (SANTOS et al., 2024).

O sistema com metanol, conforme evidenciado na Tabela 9 (linha 1), apresentou um tempo
de decantacao superior a 30 segundos causando a formacao de um precipitado (provavelmente ceras)
durante a solubilizacdo da amostra, ndo atendendo a alguns requisitos basicos descritos na literatura
para selegdo de sistemas de solventes (SANTOS et al., 2024), sendo, portanto, excluidos como uma
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op¢ao para o fracionamento de EEPV. Em contrapartida, os sistemas que utilizaram etanol, descritos
na Tabela 9 (linhas 2 a 4), demonstraram uma rapida separacdo entre as fases do sistema bifésico
imiscivel. Notadamente, o sistema com etanol, no qual a presenca de acetato de etila foi reduzida
(sistema 4), resultou em uma distribuicao da artepilina C otimizada, o que levou a sua escolha para o
fracionamento de EEPV por CCC

Com base nesses resultados, o sistema hexano-acetato de etila-etanol-agua (1:0,8:1:1, v/v) foi
selecionado para o fracionamento de EEPV no modo de elui¢ao-extrusao em modo normal, onde o
valor do K para a artepilina C foi 0,86. O recolhimento de 4ml por tubo indicaria teoricamente que a
saida da artepilina C ocorreria a partir do tubo 28 com o uso da coluna de 112mL (K=1; V=112
mL) fato este confirmado na pratica.

A purificagao do extrato bruto de propolis verde (EEPV) por CCC sem qualquer tipo de pré-
tratamento para injecdo da amostra foi feita em primeira dimensdo e foi realizada em CCC1.1 com
HEEWat e posterior escalonamento com maior carregamento de amostra CCC1.2 e CCC1.3. Apos
o fracionamento CCC1.1 (107 mg) a avaliacdo dos resultados da CCD (Figura 51) demonstraram
que a mistura triterpénica (acido ambonico e mangiferonico), ja descrita por Santos e colaboradores
(2024), foi eluida nas fragdes iniciais da corrida (fragdes de 9 a 10 com 11,50 mg) e comparadas com
as substancias isoladas e identificadas no fracionamento de EHPV (SANTOS et al.,2024).

(A)

(B)

©

Figura 51- (A-C) Visualizagdo dos resultados do fracionamento CCC1.1 por CCD (gel de silica
F254). (A). CCD visualizada sob luz UV (A = 254 nm). (B) CCD visualizada sob luz UV (A = 365
nm). (C) Placas pulverizadas com reagente vanilina-sulfurica.
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As fragdes reunidas 13 a 23 possuiam uma coloracao amarelada e foram reveladas com uma
solu¢do de N-PEG, (difenilboriloxietilamina a 1,0% em metanol, seguida de uma solugdo de
polietilenoglicol 4000 a 5,0% em etanol), permitindo a detec¢do de flavonoides nessas fracdes
(WAGNER & BLADT, 2001). A fragdo 32-57 (1,5 mg), cuja fluorescéncia é observada sob luz UV
a 365 nm sem a utilizagdo de reveladores, foi analisada por cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a deteccdo por arranjo de diodos (HPLC-PDA), resultando em uma pureza cromatografica
de 71% com absorcao a 290 nm. A referida fracdo foi comparada com um padrdo de hesperidina,
utilizando HPLC-PDA, o que evidenciou que ndo se tratava do mesmo flavonoide. Devido a
quantidade reduzida de massa nas fracdes reunidas obtidas em CCC1.1, nao foi possivel identificar
as substancias presentes nesse fracionamento. Assim, foi necessario realizar um escalonamento com
aproximadamente o triplo da massa injetada (CCC1.2, 301,30 mg), mantendo-se as mesmas
condi¢des de analise.

O fracionamento em escala do EEPV foi realizado com parametros CCC1.1 ajustados
(Tabela 11), inicialmente, aumentando a quantidade de amostra a ser injetada 107 mg (CCC1.1) para
303,30 mg (CCC 1.2) e depois para 636, 40 mg (CCC1.3), em mesma coluna (112 mL, 2,0 mm de
didmetro interno no equipamento HTprep) e mesma vazio de 2,0 mL.min"!. Conforme afirmado por
Wood e colaboradores (2007), uma separagao eficaz deve ser avaliada com base em trés critérios
fundamentais: pureza, rendimento e tempo. Para otimizar a produtividade, ¢ imprescindivel processar
quantidades maiores de amostra simultaneamente, garantindo purezas e cromatogramas consistentes.
Essa abordagem ndo apenas agiliza o procedimento analitico, mas também assegura resultados mais
robustos e confiaveis.Valores mais altos de Sf foram obtidos (Tabela 11), no maior carregamento de
amostra sendo o Sf aproximadamente 80% (CCC1.1) e Sf aproximadamente 91% escalonado (CCC
1.2 e CCC 1.3). Os resultados obtidos com a metodologia aplicada ao fracionamento de EEPV em
CCC1.2 e CCC1.3 foram os mais eficientes para a purificagdo de fenilpropanoides, purificando
diversas substancias artepilina C (39,80 mg) obtida com 75% de pureza por HPLC-PDA, acido para-
cumarico (12mg) isolado com 85% de pureza por HPLC-PDA e a capilartemisina (acido 4-hidroxi-
3(E)-(4-hidroxi-3-methil-2-butenil)-5-prenil cinamico) com 72% de pureza por HPLC-PDA (12,80
mg) sem o uso de nenhuma outra técnica de purificacao. Isso pode ser explicado em parte pela maior
retencao da fase estacionaria .

Os resultados obtidos por CCD do fracionamento CCC1.2 demonstraram uma separacao
eficaz dos componentes da propolis verde, incluindo fenilpropanoides, flavonoides e da mistura
triterpénica, além da purificacdo de varias substancias, conforme ilustrado na Figura 52. No total,
foram coletados 157 tubos de 4 ml em cada fracionamento (CCC1.1, CCC1.2 ¢ CCC1.3),
evidenciando excelente reprodutibilidade. No fracionamento CCC1.2, 21 fragdes foram agrupadas
com base na andlise de CCD apds a aplicagdo do reagente vanilina-sulfurica. A artepilina C,1,
biomarcador principal da propolis verde, comecou a ser eluida nas fragcdes apolares a partir do tubo
19, sendo reunida nas fragdes 25 a 30 (52,70mg) junto com bacarina,2, e o produto de degradacao
culifolina,3, apresentando pureza visual. A presenca de uma intensa mancha azulada na CCD nas
fracdes 63 a 67 (11,70mg) foi reunida e enviada para identificagdo por RMN e LCMS/MS. O 4cido
para-cumdrico foi isolado com elevada pureza nas fragdes 85 a 98 (5,0mg).
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Figura 52- (A-D) Visualizagdo dos resultados do fracionamento CCC1.2 por CCD (gel de silica
F2s4). Placas pulverizadas com reagente vanilina-sulfurica. (E). CCD visualizada sob luz UV (A =
254 nm). (F) CCD visualizada sob luz UV (A =365 nm). Substancias: 1: artepilina C, 2: bacarina, 3:
culifolina, 4: 4cido para-cumadrico, 5: drupanina, 6: capilartemisina A/B, 7: aromadendrina-4-metil
¢ter, 8: isosakuranetina, 9: betuletol, 10: canferide, 11: mistura triterpénica de acidos ambonico e
mangiferdnico e 12 a 15: derivados de 4cido anacardico.

Conforme relatado por Muhire e coautores (2024), os produtos naturais sdo compostos por
uma diversidade de componentes de grande relevancia. A complexidade dessas misturas torna
invidvel sua separacdo eficaz utilizando apenas a técnica de CCC unidimensional em um tempo
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razoavel. Entretanto, se uma técnica multidimensional for utilizada, onde uma mistura complexa ¢
separada por uma dimensdo inicial, fragdes menores dessa separagdo sdo reunidas. Cada fracdo ¢
estudada individualmente; misturas complexas podem ser resolvidas relativamente rapido.

Nesse contexto, o fracionamento multidimensional MDCCC de EEPV (Esquema 48) foi
realizado nas fragdes de 33 a 47 (43,30 mg) de CCC1.2. Essa fracao foi previamente classificada no
fracionamento CCC1.1 com o revelador NPPEG, constituiram uma mistura de flavonoides. O mesmo
ocorreu com as fragdes iniciais de 11 a 17 (62 mg), que apresentavam uma composicao de triterpenos
pentaciclicos e derivados de lipidios fenolicos que necessitaram de uma segunda etapa de separagdo
e purificacdo. O fracionamento por MDCCC foi realizado em duas dimensdes: CCC x CCCC para a
fracdo enriquecida com triterpenos pentaciclicos e CCC x Sephadex para a fragdo enriquecida com
flavonoides, resultando em um eficiente isolamento de diversas substancias. Na primeira dimensao,
substancias como artepilina C1, bacarina 2, culifolina 3, capilartemisina A/B 6 e 6a, aromadendrina-
4-metil éter 7, e o acido para-cumarico 4, foram obtidas com elevada pureza cromatografica,
enquanto, na segunda dimensao CCC x Sephadex, foram isoladas isosakuranetina 8, betuletol 9,
canferide 10, e drupanina 5. Adicionalmente, os fracionamentos em CCC x CCCC possibilitaram a
identificacdo de derivados de acidos anacérdicos, 12 a 15, como também da mistura triterpénica com
acido ambodnico e mangiferonico, 11 e 11a (Figura 53).
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Figura 53- Estruturas das subtincias isoladas de EEPV por CCC com o sistema de solvente bifasico
HEEWat. Substancias 1: artepilina C, 2: bacarina, 3: culifolina, 4: 4cido para-cumarico, S:drupanina,
6:capilartemisina A, 6a:capilartemisina B 7:aromadendrina-4-metil éter, 8: isosakuranetina,
9:betuletol, 10:canferide, mistura triterpénica de 11: dcido ambodnico e 11a: dcido mangiferdnico e
derivados de acidos anacardicos: 12: acidos anacardicos 15:1; 13: acidos anacardicos 17:1; 14: acidos
anacardicos 19:1 e 15: acidos anacérdicos 19:0.
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O processo de MDCCC foi realizado por meio de uma segunda etapa de separagdo, que
incorporou fracionamento por cromatografia contracorrente (CCC) e cromatografia em permeagao
em gel, utilizando Sephadex LH 20, conforme ilustrado no esquema da Figura 48.

6.3.2. Isolamento, purificacdo e identificacido dos fenilpropanoides das fracdes obtidas em
cccC1

Os derivados do acido para-cumadrico identificados como: artepilina C,1, bacarina, 2,
culifolina, 3, 4cido para-cumaérico, 4, capilartemisina A/B, 6 e 6a, foram isolados diretamente do
equipamento (unidimensional) em todas as corridas realizadas (CCC1.1, CCC1.2 e CCC1.3) (Figura
53). As substancias 1 a 4 foram analisadas e identificados por HPLC-PDA, por meio da comparacao
de seus tempos de retencdo e as curvas no UV com padrdes auténticos disponiveis no laboratorio. Os
biomarcadores artepilina C,1, bacarina, 2, e o produto de degracao culifolina, 3, foram eluidos
conjuntamente nas fragdes de 25 a 30 de CCC1.2, totalizando 52,70 mg (Figura A12). A artepilina
C destacou-se, sendo obtida nos demais tubos com 75% de pureza por HPLC-PDA, totalizando 39,80
mg. O acido para-cumarico foi isolado com 85% de pureza por HPLC-PDA (Fragdes 85 a 98, 12mg).

Segundo trabalho descrito por Jang e colaboradores (2015), a capilartemisina ¢ um
constituinte de Artemisia capillaris, conhecida como absinto, que pertence ao género Artemisia,
englobando mais de 500 espécies. Neste trabalho os autores ressaltam a agdo dessa substancia no
cancer de figado e em cirrose hepatica, sugerindo seu potencial uso para outras patologias tumorais.
A mistura dos isomeros de capilartemisina (acido 4-hidroxi-3(£)-(4-hidroxi-3-methil-2-butenil)-5-
prenil cinamico), foi obtida nas fracdes 62 a 72, totalizando 12,80 mg com 72% de pureza por HPLC-
PDA (Figura A13). A identificacdo foi corroborada por RMN (Figura A17 a A30, Tabela A2) ¢
LC-ESI-MS (Figura A14 a A16). Na Tabela A2 estdo listados os valores de deslocamentos
quimicos obtidos para os espectros de RMN de 'H (500 MHz) e '3C (125 MHz) para a capilatermisina,
em comparacdo com os dados relatados na literatura Ribnicky e colaboradores (2021) e Surek e
coautores (2021).

De acordo com os SH obtidos para o espectro de 'H RMN, foi possivel a elucidagio estrutural
de capilartemisina (C19H2404, Figura A17 a A19) e a presenca dos seus isoméros cis (6) e trans
(6a) foi confirmada por ressonancia magnética de 'H pelas constantes de acoplamento. Foi observada
primeiramente a presenca dos sinais caracteristicos de sistemas cinamicos cis H-7 e H-8 com 8,13
ppm (J 8,2 Hz) e 7,01 ppm (J 8,4 Hz), respectivamente, bem como sistemas cinamicos trans H-7 e
H-8 com 7,52 ppm (J 16 hz) e 6,32 ppm (J 16 Hz), respectivamente, ambos apresentados como um
dubleto. Esses deslocamentos representam respectivamente os hidrogénios olefinicos do sistema,
sendo o maior deslocamento do hidrogénio beta-carboxila (H7 — mais desprotegido) e o menor
deslocamento referente ao hidrogénio alfa-carboxila (H8 — mais protegido), valores relacionados ao
efeito retirador por ressonancia do grupo carboxilico alfa-beta insaturado. O simpleto mau resolvido
observado a 7,21 ppm foi atribuido aos hidrogénios H2 e H6, o que caracteriza um sistema aromatico
tetrasubstituido e simétrico. Os deslocamentos encontrados em 1,65-1,70 ppm (4H” e 5H”)
caracterizam dois simpletos de integracdo para 6 hidrogénios em cada sinal, sendo esses os
hidrogénios metilicos caracteristicos de grupos prenila. O deslocamento encontrado em 1,65ppm
(5H’) caracterizou um simpleto de hidrogénios metilicos e o deslocamento encontrado em 3,82ppm
(4H’) caracterizou um simpleto dos hidrogénios metilénicos ligados a hidroxila.

Os deslocamentos quimicos obtidos no espectro de *C RMN (DEPT-Q, Figura A20 e A21)
indicaram a presenca de seis carbonos quaternarios (C3,C4,C5,C9,C3’e C3”) e a auséncia do sinal de
C-1, pouco intenso, foi devido ao tempo de relaxagdo necessario para esse tipo de nicleo gerar um
sinal. Os carbonos quaternarios foram utilizados para caracterizar o carbono do acido carboxilico em
168,38 ppm (C9), além dos carbonos ipso no sistema aromatico com deslocamentos em 129,28 ppm
(C3) e 126,00 ppm (C5) e 155,13 (C4-OH). Ao carbono metilénico ligado ao grupo hidroxil foi
atribuido o deslocamento em 66,74 ppm (C4’) e aproximamente no deslocamento de 28 ppm foram
correspondente a C1” e C1”. Os carbonos olefinicos do sistema cinamico foram confirmados pelos
deslocamentos em 130 ppm (C7 em conformacao cis) e 145,01 ppm (C7 em conformacao trans) nao
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sendo encontrado diferencia¢do no descolocamento de C8 (115 ppm). Ja aos carbonos C3’ e C3” foi
atribuido o deslocamento em 136,08ppm e 132,27ppm respectivamente, o que caracteriza os carbonos
quaternarios presentes nos dois grupos prenila e nos grupos com hidroxil. Aos carbonos metilicos dos
grupos prenila, foram atribuidos os deslocamentos presentes em 26 ppm (C4’) e 18,18 ppm (C5”).
Ja o carbono metilico de C5’ (14,10ppm) tem uma diferenca entre os deslocamentos quimicos que
correspondem aos carbonos metilicos da prenila que nos indica que tais grupos estdo em ambientes
quimicos diferentes.

A andlise espectrométrica da fracdo enriquecida de capilartemisina, realizada por LC-ESI-MS
(Figura A14 a A16), foi comparada com o banco de dados desenvolvido no software PDCL,
permitindo confirmar a formula molecular C19H2404. A massa mono-isotdpica da capilartemisina de
m/z 316,1661 e a medida de massa desprotonada foi de m/z 315,1588 (diferenca de 4.33 ppm.) O
ESI(-)- MS/MS (Figura A15) do ion precursor revelou m/z 297, 285, 271, 253, 241, 198, 186 ¢ 146
conforme evidenciado por Surek e colaboradores (2021), mostrando uma perda neutra inicial de 18
(H20). Uma outra substancia eluida na mesma fragdo permitiu confirmar a formula molecular
Ci6H1207. A massa mono-isotdpica correspondeu com a rhamnetina de m/z 316,0583 e a medida de
massa desprotonada foi de m/z 315,0510 (diferenca de — 0,08 ppm). O ESI(-)- MS/MS do ion
precursor (Figura A16) revelou m/z 287, 271, 255, 243, 223, 215 e 204 conforme evidenciado por
Viera e pesquisadores (2023).

A visualizagdo da placa de CCD (Figura 52) indicou que as fracdes de 73 a 79, totalizando
12,60 mg, apresentavam niveis elevados de rhamnetina (Figura A31), inviabilizando a combinacao
com a fragdo enriquecida de capilartemisina ¢ comprometendo, assim, a pureza do composto
prenilado. Esses resultados demonstram a eficiéncia da cromatografia contracorrente (CCC) na
separacao de fenilpropanoides.

Adicionalmente, o fracionamento em segunda dimen¢do CCCxSephadex foi realizado em 40
mg das fracdes reunidas de coloragdo amarelada do CCC1.2 A fracdo 35-47 (Figura 52) foi
submetida a cromatografia em Sephadex LH-20, utilizando a mistrura de solventes Metanol: CHCI3
(75:25, v/v), resultando na obtencdo de 4 mg de drupanina com 70% de pureza (Figura 54), a qual
foi comparada com padrdes disponiveis no laboratorio (Figura A32), corroborando a eficacia da
cromatografia de permeagdo em gel (GPC) com HSCCC a partir de matrizes complexas (SEGER et
al., 2006).

Figura 54-Perfil Cromatografico por HPLC-PDA (280nm) em fase reversa da drupanina

Os resultados preliminares das fragdes polares obtidas nos tubos de 100 a 157 do
fracionamentro de CCC1.2 foram analisadas por HPLC-PDA revelando a presenca de substancias
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como acidos cafeico e acidos cafeoilquinicos, comuns na propolis verde, cuja comparacao foi
realizada com padrdes disponiveis no laboratdrio.

6.3.3. Separacio, isolamento e identificacdo de flavonoides das fra¢des obtidas em CCC1

A mistura dos flavonoides aromadendrina-4’0- éter metilico e dihidrocanferide, 7, obtido na
fracdo 54-57 de CCC1.2 (Figura A33) foi isolado por CCC unidimensional (Figura A37), enquanto
os demais flavonoides (8 a 10) foram separados com eficiéncia através de uma coluna de filtragcao em
gel em modo isocratico por MDCCC. As substancias isosakuranetina (8) e canferide (10) foram
identificados por meio da comparagdo com padrdes auténticos comerciais (Sigma-Aldrich), que
permitiu identificar os flavonoides pela similaridade do tempo de retengdo e da curva de absor¢do no
UV além da confirmagdo por LC-ESI QTOF. Os flavonoides aromadendrina-4-éter metilico,7,
betuletol, 9, foram identificados por RMN (Figura A34 a A40 e Tabela A3 para composto 7;
Figura AS51 e AS2 e Tabela A4 para composto 9 ) ¢ LC-ESI QTOF (Figura A41 e A42 para
composto 7), em conformidade com a literatura de Ribnicky e pesquisadores (2021) e Surek e
colaboradores (2021).

O uso de CCC unidimensional para o isolamento do composto 7 demonstrou ser eficaz,
possibilitando a obtencdo dos isdmeros diidrocanferide e aromadendrina-4-metil éter (AME) com
uma pureza de 60%, conforme evidenciado pelos dados de HPLC-PDA (Figura A33). A
caracterizacao dos isomeros foi realizada por espectrometria de massas de alta resolucao (LC-QTOF)
(Figura A41 e A42) e ressonancia magnética nuclear (RMN) (Figura A34 a A40 e Tabela A3).

O espectro de RMN de 'H (Figura A35) do flavonol, 7, mostrou sinais de seis protons
aromaticos, incluindo um sistema A>B> [6H 6.97ppm (2H, d, /= 8.8, H-3’¢ 5°), 6H 7.44 ppm (2H, d,
J=28.8, H-2’e 6°)] e dois dupletos com acoplamento meta em 6H 5.87 (J =4.,0, H-6) e 6H 5.92 (J =
2,2, H-8) tipico de flavondides com anel “A” substituidos nas posigdes 5 e 7, ou seja, flavonoides 5,
7-di-hidroxi. O grupo hidroxila quelado intramolecular em 6H11.90 (OH-5) confirma a substituicao
na posi¢do 5 e o singleto do grupo metoxi em 6H3,77 (OCH3-4") confirma a posi¢ao no anel B. Os
deslocamentos quimicos e constantes de acoplamento spin-spin de prétons nas posi¢cdes H-2 e H-3
sao indicativos de posigdes trans e cis dos protons H-2 e H-3 e, portanto, sugerem estruturas com
diferenga em centros assimétricos (2S,3R)-diidrocanferide e (2S,3S)-aromadendrina-4-metil éter.
AME apresentou 6H 5.87 (J= 4,3, H-3) enquanto (2S5,3R)-diidrocanferide 6H 5.11 (J= 11,3, H-3) e
na regido de hidrogénios alifaticos em 6H 4.61 (dd: 11,5 Hz) para H-2 para o anel C. O espectro de
RMN em COSY (Figura A37) mostra o acoplamento entre H-2S e H3R (dihidrocanferide) como
também entre o acoplamento entre H-2S e H3S (aromadendrina-4-éter metilico)

A andlise espectrométrica da fragdo enriquecida de (2S,3R)-diidrocanferide e (2S,35)-
aromadendrina-4-metil éter, realizada por LC-ESI-MS (Figura A41 e A42), foi comparada com o
banco de dados desenvolvido no software PDCL, permitindo confirmar a a formula molecular
Ci6H1406. A massa mono-isotopica de (2S,3R)-didrocanferide e (25,3S5)-aromadendrina-4-metil éter
foi de 302,0790 e a medida de massa desprotonada foi de m/z 301,0724 (diferenga de 2,11 ppm). O
ESI()- MS/MS do ion precursor revelou m/z 283, 268, 240, 227, 212, 176, 152 (Figura A42)
conforme evidenciado por Surek e colaboradores (2021) confirma a aromadendrina-4-metil éter.

A fragdo 35-47 de CCC1.2 (40 mg) foi submetida a cromatografia em Sephadex LH-20,
seguindo as mesmas condic¢des utilizadas anteriormente para a separacao da drupanina (fragdao 10-
12), resultando em um total de 33 fragdes. Dessas fragdes, foi obtida um fragdo amarelada nos frascos
reunidos 13 al5, contendo 4 mg, foi identificada como isosakuranetina (70% pureza por HPLC-PDA,
Figura A43). Ap6s comparagdo com padrdo comercial de sakuranetina disponivel no laboratdrio
(Figura A44) aplicado na técnica de HPLC-PDA, foi observado o mesmo tempo de retencao e curva
que a fracdo enriquecida (Figura A44). No entanto, ao avaliar o padrdo comercial foi observado um
perfil de fragmentagdo em MS/MS diferente da andlise espectrométrica da fracdo enriquecida,
realizada por LC-ESI-MS (Figura A45 e A46). Essa andlise foi comparada com o banco de dados
desenvolvido no software PDCL, permitindo confirmar a a formula molecular Ci¢H1405 podendo ser
sakuranetina ou isosakuranetina. A propolis verde possui diversas substancias isobaras que podem
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eluir juntas, o que destaca a necessidade de uma investigacao mais aprofundada utilizando técnicas
cromatograficas adicionais além da HPLC-PDA. A massa mono-isotopica foi de 286,0841 e a medida
de massa desprotonada foi de m/z 285,0734 (diferenga de -12,05 ppm). O ESI(")-MS/MS do ion
precursor revelou m/z 164,151,136,108 (Figura A46) conforme evidenciado por Surek e
colaboradores (2021) confirmou a isosakuranetina.

Cristais amarelos (Figura 55) obtidos das fragdes 17-21 (10,1 mg) foram identificados como
betuletol (3,5,7-trihidroxi-6,4'-dimetoxiflavona) com 93% de pureza, conforme RMN (Figura A49 a
A52) e HPLC-PDA (Figura A53). O betuletol, ja isolado do extrato etanolico da propolis verde
(SHAHA et al., 2022; HATTORI et al., 2011), ¢ destacado em estudos como um potencial agente
antitumoral (RUBIO et al., 2006). Adicionalmente, o s6lido amarelo amorfo (6 mg) com 87% de
pureza nas fragdes 22 a 30 (Figura A47, A48 e A54, Tabela A4 ) foi identificado como canferide
(3,5,7-trihidroxi-4'-metoxiflavona) e eluia no mesmo tempo de retengdo que o betuletol (Figura A47)
porém com curva de UV discretamente diferentes conforme relatado por Maruyama e colaboradores
(2009).

Figura 55-Betuletol isolado da combinagdo das técnicas cromatograficas: HSCCC e GPC

A comparagio dos dados de RMN de 'H e '*C de 3 com aqueles obtidos para betuletol e
canferide mostrou que os an¢is B e C sdo idénticos para as duas substancias, diferindo apenas quanto
ao padrio de substitui¢io do anel A. O espectro de RMN de 'H do betuletol e da canferide (Figura
AS50 e A54 e Tabela A4) mostrou, para o anel B, sinais tipicos de um sistema AA’BB’ para betuletol
com 6H7,13 (2H, d, H-3’e¢ 5’) e 6H 8,13 (2H, d, H-2’¢ 6°), além de, 0H7,17 (2H, d, H-3’e¢ 5’) e 6H
8,24 (2H, d, H-2’e 6°) para canferide, além da presenca de um singleto do grupo metoxi em 6H3.84
(OCH3-4’) e 6H3.92 (OCH3-4’) respectivamente. Adicionalmente, dois dupletos com meta-
acoplamento em 6H6,29 (d, H-6) e 6H6,56 (d, H-8) tipico de flavonoides com anel “A” substituidos
nas posicoes 5 e 7, ou seja, flavonoides 5,7-di-hidroxi estdo presentes na canferide. A presenca de um
singleto do grupo metoxi em 6H3.75 (OCH3-6) apenas para o betuletol confirma sua estrutura. O
espectro de RMN de 'H mostrou um singleto caracteristico de OH-5 em ponte de hidrogénio com
carbonila da posicao 4 de flavonas (6 12,53 para betuletol ed 12,12 para canferide), sugestao reforcada
pela presenca de carbono metinico em & 104,18 e & 104,41 para os carbonos da posicao 3
O espectro de RMN de !*C, experimento DEPTQ, das substancias betuletol (Figura A49) e canferide
(Figura A54) apresentou dois sinais para carbonos metilicos em 6 60,39 de 6-OCH3 e 6 55,74 de 4°-
OCH3; para betuletol e um sinal em 6 55,04 para 4’-OCHj3 para canferide.

A andlise espectrométrica para o betuletol, realizada por LC-ESI-MS, foi comparada com o
banco de dados desenvolvido no software PDCL, permitindo confirmar a a formula molecular
C17H1407. Sua massa mono-isotopica foi de 330,0761 e a medida de massa desprotonada foi de m/z
329,0688 (diferenga de 6,41 ppm). O ESI(-)- MS/MS do ion precursor revelou m/z 314, 299 e 271
conforme evidenciado por Surek e colaboradores (2021) confirma a estrutura. A andlise
espectrométrica para o canferide, realizada por LC-ESI-MS, foi comparada com o banco de dados
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desenvolvido no software PDCL, permitindo confirmar a a formula molecular Ci¢H120s. Sua massa
mono-isotopica foi de 300,0646 e a medida de massa desprotonada foi de m/z 299,0572 (diferenca de
4,01 ppm). O ESI(-)- MS/MS do ion precursor revelou m/z 284,255,163,151,132 ¢ 107 conforme
evidenciado por Surek e colaboradores (2021) confirma a estrutura.

Diversos estudos, como o de Yang e coautores (2008), evidenciam a eficacia da cromatografia
de permeacdo em gel (GPC) associada a cromatografia contracorrente de alta velocidade (HSCCC)
para a purificacdo de matrizes complexas. Essa combinagdo metodoldgica permite uma separagao
mais precisa e eficiente de compostos, aprimorando a purificagdo e caracterizacdo de substancias em
uma ampla gama de aplicacgdes cientificas.

6.3.4. Separacao, isolamento e identificacao substiancias apolares das fra¢ées reunidas por
CCC2 multidimensional

Com o intuito de otimizar a separagao de substancias apolares, foram reunidas fragdes iniciais
das corridas CCC1.1 a CCCl1.3, totalizando 231 mg de material injetado. Ao analisar por GC-MS
(Figura AS5) essa fragdo foi observado um enriquecimento significativo de triterpenos pentaciclicos
do tipo lupano (z apartir de 33 minutos, Figura A56) e um pico base proeminente com m/z 108 (¢
entre 22-26 minutos), caracteristico de derivados do acido salicilico (Figura Apéndice A61 e A62)
conforme evidenciado por Walters e pesquisadores (1988) e Negri e coautores (2019). Oito sistemas
de solventes aquosos ¢ ndo aquosos foram testados (Tabela 10), com destaque para os sistemas
quaterndrios hexano-acetato de etila-etanol-agua (SS 1 e 2) e éter de petroleo-acetato de etila-etanol-
agua (SS 4 e 5), que sdo utilizados com frequéncia no fracionamento de substancias de polaridade
média a moderada (LUAN et al., 2024).

Sistemas de solventes aquosos, identificados como SS 1, 2,4 e 5, além do sistema de solvente
3, ndo-aquoso, foram submetidos a testes para avaliar sua eficiéncia na separagdo de substancias.
Durante os experimentos, todos esses sistemas deslocaram as substancias para a fase superior, o que
resultou na decisdo de ndo escolher essas opcdes para o fracionamento. Comparando-se os sistemas
6, 7 e 8, observa-se que ambos deram valores de K estimados para o lipideos fenolicos semelhantes
visualmente em CCD (Figura 49, proximo do valor de K= 1) (BETR HOD et al., 2016), significando
uma purificagdo com pelo menos um volume de coluna (K=1). O sistema contendo metanol (SS 6)
apresentou uma distribuicdo ndo otimizada entre as fases superior e a fase inferior onde havia uma
propor¢ao de 80% de fase inferior no sistema bifasico (20/80), resultando em sua exclusdo. Assim, o
sistema 8, composto por hexano-cloroformio-acetonitrila (1:0,1:1), foi escolhido para a
fracionamento dos componentes apolares da propolis verde, organizando as fragdes com base na
similaridade em CCD e posteriormente submetendo-as a analise por GC-MS .

Com base nos resultados obtidos, foi implementado o sistema 8 na separacao por CCC para
os componentes apolares de EEPV, utilizando eluigdo-extrusdo no modo normal, conforme os
parametros analiticos especificados na Tabela 12. A corrida CCC2 apresentou uma separacao
satisfatoria, permitindo a organizagao das fragdes por similaridade em CCD, representadas na Figura
56, apds a pulverizagdao do reagente vanilina-sulfurica. Ao final da corrida, foram coletados um total
de 81 tubos de 4ml cada.
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Figura 56-Resultados de CCD de CCC2 pulverizado com reagente vanilina-sulfurica.

A purificagdo dos componentes apolares de EEPV com o sistema de solventes ndo-aquosos
selecionado resultou no isolamento de triterpenos pentaciclicos, que se concentraram nas fragdes 0 a
10, além de derivados de lipideos fenodlicos, presentes nas fragcdes 11 a 25. Também foi possivel
identificar derivados de lipideos fendlicos nas fragdes 45 a 59. Neste contexto, o fracionamento das
substancias apolares da propolis demonstrou ser eficaz na separagdo de de derivados de cicloartenol
e derivados de lipideos fenodlicos, conforme avaliado por GC-MS e pelas comparagdes com a
biblioteca do equipamento NIST 2023. Nas fracdes reunidas 0 a 8, foram identificadas misturas de
hidrocarbonetos alifaticos como nonadeceno e octadecano, além de triterpenos pentaciclicos do tipo
lupano, como o acetato de alfa amirina e dcido mangiferonico. As fracdes 9-10 apresentaram estearato
de metila e elaidato de metila, como também os triterpenos anteriormente identificados por nosso
grupo (SANTOS et al, 2024) como 4cido ambonico e mangiferonico (composto 11). As fragdes 11 a
25 exibiram cromatogramas com tempo de reten¢do variados com m/z 108, indicando presenga de
lipideos fendlicos, enquanto a fragao 30 a 35 continha acetato de cicloartenol. Além disso, nas fragdes
36 a 39, foi detectado novamente o acido ambonico.

Para purificar a mistura de lipidios fenolicos (Figura 57A), as fragdes foram submetidas a
cromatografia de permeagao em gel (Sephadex LH 20, fluxo de 3,5 mL/min), utilizando uma mistura
de CHxCly:acetona (3:2), resultando em 17 fragdes de 3mL, denominadas de A a Q. A fracdo K+L
(10 mg) e a fracdo 1+J (10 mg) apresentaram uma mistura de 4cido anacardico com aspecto gelatinoso
(Figura 57C), que foram grupadas com base na similaridade observada em CCD (Figura 58), cuja
analise molecular indicou a descarboxilacdo desses acidos anacardicos ocorrida durante o
aquecimento do injetor na analise do GC-MS (Figura 59) (BRAGA et al., 2021).

Figura 57-Isolamento do acido anacardico 19:1. A- amostra injetada em CCC2; B- fragdes reunidas
do CC2 e C- Acido anacardico purificado em cromatografia de permeagao em gel.
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Figura 58-Resultados de CCD de 4cido anacardico purificado visualizados sob luz UV (A =254 nm)
e luz UV (A =365 nm).

Figura 59-Proposta de fragmentacao do 4cido anacardico purificado

Este resultado evidencia a eficacia do uso da cromatografia contracorrente (CCC) e da
filtragao em permeagao em gel com Sephadex LH 20 na purifica¢do de derivados de acido anacérdico.
As fragdes foram avaliadas por GC-MS (Figura A57 e A59), HPLC-PDA (Figura A58), RMN
(Figura A60 a A62, Tabela AS) e LC-ESI-MS (Figura A63 a A67). A metodologia empregada nas
fragdes dos acidos anacardicos por HPLC-PDA (Figura A58) foram modificadas apartir do trabalho
desenvolvido por Oiram e colaboradores (2018, 2023) e a curva de UV indicava a presenca de acido
anacardico.

A atribuigdo do sinal do proton de &cidos anacardicos foi discutida no trabalho de Aratjo e
coautores (2020), Morais e colaboradores (2017) e Umehara e pesquisadores (2020) . O Espectro de
RMN de H' de 4cidos anacérdicos foi elucidado com o auxilio deste estudo (Figura A61, Tabela
A5). O espectro de RMN de 'H mostrou sinais atribuidos a um anel aromatico em §H 7.35 (t, J=7,8
Hz, H-5),6H 6.77 (d,J= 7,8 Hz, H-4) e 6H 6.86 (d,J=7,6 Hz, H-6). Além disso, a presenca de uma
cadeia lateral nao saturada foi proposta devido aos sinais no intervalo 6H 1.34 — 1.27 (m, H-3'-6’e H-
11°-18"), 8H 2.97 (m, H-1"), H 1.59 (m, H-2"), §H 2.04 (m, H-7" ¢ H-10") . O espectro de '*C mostrou
o pico atribuido a um carbono carbonilico em & 175.12, a um anel aromatico em 6 163.51-110.70 (C-
1 a C-6), a uma longa cadeia lateral em 6 29,77-29,03 (C-3'—C-6"e C-11'— C-16') e um grupo metil
em o 14,11 (C-19'). Além disso, sinais de carbonos sp2 foram observados em 6 130,03 e 129,84,
atribuidos aos carbonos da ligacdao dupla cis ndo conjugada (C-8' e C-9') permitindo a identificacao
do 4cido 3-(8'Z,)-nonadecaenil-salicilico, um derivado C19:1 do 4cido anacérdico, como mostrado
na Figura 60.

Os dados adquiridos por LCMS (Figura A63 a A67) confirmam na mistura os acidos
anacardico de cinco acidos 3-alquilsalicilicos diferentes, com, como substituintes alquil, C17:1,
C19:0, C19:1, C20:0, C20:1 que estao representadas na Figuras 60. O 4cido anacardico, com massa
402, foi detectado por Surek e coautores (2021), porém ndo foi possivel sua completa identificagao
pelos autores. A anélise LC-MSQTOF indicou uma mistura com o pico de ion [M—H] desprotonado
em m/z 373, 2731, correspondendo a férmula molecular C24H3303 para o dcido anacardico 17:1, o
pico de ion mais abundante [M—H] desprotonado em m/z 401, 3043, correspondendo a férmula
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molecular C26H4103 para o acido anacardico 19:1 identificado por RMN, o pico de ion [M—H]
desprotonado em m/z 403,3167, correspondendo a formula molecular CasH4303 para o acido
anacardico 19:0, o pico de ion [M—H] desprotonado em m/z 415, 2825, correspondendo a formula
molecular C27H4303 para o 4cido anacardico 20:1 e pico de ion [M—H] desprotonado em m/z 417,
2983, correspondendo a formula molecular C2sH4503 para o acido anacardico 20:0.

OH o]
OH
Chemical Formula: C¢Hy,05
Exact Mass: 402,31
OH o
OH
Chemical Formula: C,4Hy405
OH o) Exact Mass: 404,33
OH
Chemical Formula: C,4H3305
OH o Exact Mass: 374,28
OH
Chemical Formula: C,;H,405
OH o Exact Mass: 416,33
OH
Chemical Formula: C,;H,50;
Exact Mass: 418,34

Figura 60-Estruturas quimicas dos acidos anacardicos presentes em EEPV

A investigagdo acerca da presenga de triterpenos acidos e derivados de lipideos fenolicos na
propolis verde levantou a suspeita de que tais substancias poderiam ser integrantes das ceras extraidas
no processamento deste produto (PIRES & CASTRO, 2023; CASTRO & SALGUEIRO, 2016). Em
resposta a essa hipotese, a cera foi submetida a uma analise por GC-MS para confirmar a presenga
dessas substancias ou descartar possiveis erros experimentais. A cromatografia gasosa, realizada
tanto no modo scan (Figura 61) quanto no modo syn (para o acido anacardico, m/z 108, Figura
Apéndice A68), mostrou-que as referidas substancias sdo, de fato, da propolis e ndo estdo presentes
na ceras extraidas durante refrigera¢do no preparo do extrato. Além disso, a cera analisada revelou-
se rica em acidos graxos de cadeia longa, sendo o 4cido palmitico (eluida em 33min) a subtancia de
maior peso molecular, conforme evidenciado pela comparagdo com a biblioteca NIST23.

A Figura 61 apresenta o perfil cromatografico em modo scan dos diferentes materiais
analisados, incluindo a cera, o acido anacardico 19:1 purificado e a mistura triterpénica dos 4cidos
amboOnicos e mangiferonicos (obtidos de SANTOS et al, 2024), além dos extratos hexanico e
etanodlico. Observa-se que os triterpenos derivados de cicloatr enol estdo ausentes na cera, mas
presentes em ambos os extratos. A presenga do 4cido anacérdico em ambos os extratos € evidenciada
pela fragmentagdo correspondente a m/z 108 (Figura AS9) nos mesmos tempos de retengao
detectaveis por GC-MS e, verifica-se um enriquecimento do d4cido anacéardico através da
cromatografia contracorrente, permitindo sua identificagdo e testes bioldgicos subsequentes. Este
estudo corrobora a relevancia da familia Anacardiaceae como uma fonte botanica para abelhas Apis,
destacando a necessidade de uma avaliacdo mais aprofundada acerca de quais das espécies,
Mangifeca ou Schinus, estariam disponiveis nas proximidades do apiario de Paracambi.
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Figura 61-Perfil GC-MS obtido por impacto de elétrons para ceras (vermelho), 4cido anacéardico
(verde), mistura triterpénica dos acidos ambdnicos e mangiferonicos (azul), extrato hexanico de
propolis verde (marrom) e extrato etandlico de propolis verde (preto).

6.3.5. Substincias isoladas do Proépolis Verde reduzem a viabilidade de linhagens celulares de
carcinoma de mama que expressam p53 selvagem e mutante.

Com base em dados da literatura sobre o potencial antitumoral da propolis verde (FORMA et
al., 2021), decidiu-se investigar o efeitos dos extratos hexanico e etanolicos, bem como as substancias
isoladas no presente extrato de propolis verde sobre a viabilidade celular de células da linhagem de
adenocarcinoma de mama. Para isso as quatorze substancias isoladas neste trabalho foram avalidada
em linhagens celulares de cancer de mama MCF-7 (Figura 62A) e MDA-MB-231 (Figura 62B). A
saber: betuletol (91% pureza em HPLC-PDA), canferide (87% pureza em HPLC-PDA), acido
anacardico 17:1 (ANAC 17:1; 89% pureza em HPLC-PDA), 4cido anacardico 19:1 (ANAC 19:1;
79% pureza em HPLC-PDA), culifolina (91% pureza em HPLC-PDA), bacarina (baccharin, 73%
pureza em HPLC-PDA), artepilina C (91% pureza em HPLC-PDA), mistura triterpénica dos acidos
ambonicos e mangiferonicos (triterpene), drupanina (58% pureza em HPLC-PDA), aromadendrina
4- metil éter (AME, 59% pureza em HPLC-PDA), capilatermisina (CAP A/B; 72% pureza em HPLC-
PDA) e 4cido p-cumarico (83% pureza em HPLC-PDA).
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Figura 62- Teste das substancias isoladas da propolis verde com inibi¢ao nas linhagens de células de
cancer de mama. As linhagens MCF-7 (A) e MDA-MB-231 (B) foram tratadas com 100 pug/mL de
cada substancia isolada da propolis verde por 72h e analisadas por MTT. Anélise estatistica em
relacdo ao controle *p < 0,05). n=3. Substancias: Controle (control), extrato hexanico de prépolis
verde (HEGP), extrato etanolico de propolis verde (EEGP). Betuletol, canferide, acido anacardico
17:1 (ANAC 17:1), 4cido anacardico 19:1 (ANAC 19:1), culifolina, bacarina (baccharin), atr epilina
C, mistura triterpénica dos acidos amboOnicos e mangiferonicos (triterpene), drupanina,
aromadendrina metil éter (AME), capillatersina (CAP A/B) e acido p-cumarico.

As células foram tratadas com cada substancia isolada na concentragdo de 100 pg/mL. A
viabilidade celular da linhagem de células de cancer de mama luminal MCF-7 foi significativamente
inibida apenas pela substancia bacarina, enquanto a linhagem de células de cancer de mama triplo-
negativo MDA-MB-231 teve sua viabilidade celular significativamente inibida pelo extrato hexanico
de propolis verde (EHPV), acido anacardico 17:1, culifolina, bacarina, artepilina C e a mistura dos
triterpenos acidos (adcido ambonico e mangiferonico). Conforme evidenciado nos estudos de Pires e
Castro (2023) e Santos e colaboradores (2024), o extrato hexanico apresenta uma rica composi¢ao
em bacarina, além de uma significativa mistura de triterpenos. Essa constitui¢do quimica pode ter
sido responsavel pelo seu potencial anti-tumoral, evidenciando sua eficacia superior em comparagao
ao extrato etanolico. Os resultados preliminares fornecem evidéncias da atividade antitumoral dessas
substancias no cancer de mama.
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Sendo assim, o presente estudo e os resultados preliminares podem servir como base para a
utilizacdo do extrato de propolis e/ ou de algumas das substancias isoladas como alternativa no
tratamento do cancer de mama. Serdo necessarios uma investigagdo mais aprofundada para saber
quais constituintes sdo os responsaveis pela atividade antitumoral, bem como o mecanismo de acao.
Logo, esse estudo abre uma perspectiva relevante acerca do papel da propolis verde e seus
constituintes, como constituintes viaveis como um novo agente terapéutico. A continuidade dessa
pesquisa ¢ fundamental para o avango no tratamento e na compreensao desta patologia.

6.4. Conclusoes

A técnica de CCC (Cromatografia Contracorrente) revelou-se altamente eficiente e superior
em termos de rendimentos e rapidez na analise fitoquimica dos extratos de prépolis verde, quando
comparada as abordagens que empregam cromatografia com fase estacionaria solida. Esta
metodologia permitiu ndo apenas o enriquecimento de substancias presentes em quantidades menores
nos extratos de propolis, mas também o isolamento de substancias, como fenilpropanoides,
flavonoides e derivados lipidicos, o que ampliou significativamente o conhecimento fitoquimico
sobre o extrato, utilizando tanto sistemas aquosos quanto nao-aquosos. Ademais, o escalonamento
das corridas foi apresentado como reprodutivel, o que ¢ fundamental para garantir a consisténcia e a
confiabilidade dos resultados obtidos. A separacao eficaz dos metabolitos facilitou a identificagao de
quartoze substancias (betuletol, canferide, &cido anacardico 17:1 e 19:1, culifolina, bacarina,
artepilina C, mistura triterpénica dos dcidos ambdnicos e mangiferonicos, drupanina, aromadendrina
-4-metil éter, capilatermisina A e B e acido p-cumarico), revelando um potencial promissor para o
uso dessas substancias isoladas no tratamento de doengas; como o cancer. Os dados obtidos indicam
que as substancias isoladas da prépolis verde (acido anacardico 17:1, culifolina, bacarina, artepilina
C e a mistura dos triterpenos acidos) possuem a capacidade de exercer um efeito antitumoral em
linhagens celulares especificas, destacando-se a linhagem celular MDA-MB-231, associada ao cancer
de mama triplo negativo, uma forma agressiva da doenga que apresenta opcdes terapéuticas limitadas
e taxas de sobrevida reduzidas. Em vista desses resultados, torna-se imperativo que estudos adicionais
sejam realizados para aprofundar a compreensdo dos efeitos antitumorais observados, investigando
de maneira minuciosa os mecanismos de agao subjacentes a essas interagdes bioquimicas, o que pode
abrir novas possibilidades para intervengdes terapéuticas inovadoras e eficazes no combate ao cancer.
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7. CONCLUSOES FINAIS

Neste trabalho, foram desenvolvidas trés metodologias distintas de separacdo por HSCCC,
visando isolar os metabolitos especiais contidos em uma matriz complexa, como a propolis verde
brasileira (PVB). Essa pesquisa representou uma contribuicao significativa para a literatura, uma vez
que ha escassez de relatos sobre metodologias de separagao aplicadas especificamente a extratos de
propolis. A aplicacdo da cromatografia de contra corrente propicia um avanco no entendimento e
aproveitamento das substancias bioativas presentes na propolis.

A pesquisa realizada avaliou diferentes sistemas de solventes e modos de elui¢@o aplicados a
cromatografia em contracorrente (CCC) para o fracionamento dos extratos hexanico e etandlico da
PVB. Os métodos propostos oferecem uma abordagem inovadora para a purificagio de
biomarcadores dessa propolis, utilizando tanto HSCCC de fase reversa quanto de fase normal, com
elevado rendimento. Os resultados demonstram eficiéncia no escalonamento dos extratos,
favorecendo a reprodutibilidade e a obten¢do de maiores quantidades de amostras puras, o que
viabiliza ensaios biologicos e abre novas perspectivas para pesquisas futuras.

A menor complexidade do extrato hexanico da propolis, com um perfil quimico mais simples em
substancias fenolicas analisado por HPLC-PDA e/ou CCD, possibilitou fracionamento eficaz do
EHPV utilizando modos de elui¢do-extrusdo de fase normal (CCC1 e CCC2, com elui¢do estendida)
e reversa (CCC3). A escolha do sistema de solvente hexano—etanol-agua na propor¢do de 4:3:1
revelou-se extremamente eficaz para o isolamento de compostos bioativos, resultando na obtengao
de 89,9 mg de artepilina C com uma pureza de 93% (analisada por HPLC-PDA), 52,7 mg de bacarina
com pureza de 83% e 26,6 mg de culifolina apresentando 88% de pureza, com baixo custo operacional
e excelente reprodutibilidade. Além disso, a andlise permitiu a identificacdo de acido ambdnico e
mangiferénico em uma mistura de triterpenos pentaciclicos, que estavam presentes tanto no extrato
hexanico, quanto no etandlico e ausentes nas ceras obtidas durante a extragdo atuando como
contaminantes. Essa abordagem destaca ndo apenas a eficiéncia do sistema de solventes utilizado,
mas também a necessidade de considerar a presenga de contaminantes na otimizacao de processos de
extragdo e purificagao.

Um estudo visando a obtenc¢do da artepilina C por meio da técnica de CCC foi desenvolvido,
explorando diferentes sistemas de solventes. O sistema composto por hexano-acetato de etila (1:1)
com 5% de Na>COs permitiu ndo apenas o isolamento da artepilina C, mas também a extragdao de
uma mistura de triterpenos, sendo necessario a troca para uma base mais fraca. Um novo sistema de
solvente inédito foi avaliado para a extracdo seletiva da artepilina C, utilizando hexano-acetato de
etila (8:2) com 4% de NaHCOs3, o qual apresentou um valor de K dentro da faixa recomendada pela
literatura (WANG et al., 2024). Este novo sistema demonstrou ser vantajoso ao possibilitar isolar a
artepilina C de forma seletiva, além de ser economicamente viavel e ambientalmente sustentavel,
visto que a mistura hexano-acetato de etila pode ser recuperada na fase estacionaria. Adicionalmente,
os sais de sodio presentes nas solucdes de carbonato e bicarbonato tornam-se atdxicos apos
neutralizagdo. O resultado final foi a obtencao da artepilina com uma pureza cromatografica de 81%
por HPLC-PDA, apds a neutraliza¢do da fase movel e a recuperagdo com acetato de etila.

A cromatografia contracorrente multidimensional (MDCCC) aplicada ao conhecimento
fitoquimico do extrato etandlico da PVB demonstrou ser uma técnica eficaz para a separacao de
metabolitos secundarios, utilizando tanto sistemas aquosos, quanto ndo-aquosos. O fracionamento de
EEPV por MDCCC em um sistema de solventes bifasico aquoso composto por hexano-acetato de
etila-etanol-agua em propor¢des de 1:0,8:1:1 (v/v) e em modo de elui¢do isocratica normal, permitiu
a obtencdo direta de diferentes constituintes, como artepilina C, bacarina, diidrokaempferide,
isdmeros capilartemisina A/B e 4cido p-cumarico. Para o isolamento da drupanina e betuletol, foi
necessario empregar um modelo de segunda dimensdo (CCC x Sephadex) por MDCCC, o que
possibilitou o isolamento e a identificacdo de betuletol, kaempferide canferide, drupanina e
isosakuranetina. A purificacdo de fragdes menos polares foi realizada com um modelo CCC x CCC,
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utilizando o sistema de solvente hexano-cloroformio-acetonitrila (1:0,1:1, v/v) e cromatografia de
exclusdo em Sephadex LH-20, visando isolar uma mistura de acidos anacardicos. O estudo
fitoquimico conduzido revelou-se agil e eficiente, destacando a reprodutibilidade das analises
realizadas apds escalonamento.

As substancias isoladas da propolis verde brasileira, incluindo &cido ambdnico, acido
mangiferonico, betuletol, canferide, capilatermisina, diidrocaemferide, aromandendrina 4-metil éter
e 4cidos anacardicos, foram caracterizadas espectroscopicamente utilizando técnicas como RMN 'H
e 1°C (uni e bidimensional), HPLC-PDA, GC-MS e LCMS. Adicionalmente, por meio da técnica de
fingerprinting com LC-MS/MS-QTOF, foi possivel identificar 92 subtancias no extrato etandlico.
Essas andlises revelaram a complexidade quimica dessa matrix , € evidenciou a necessidade de uma
investigacdo minuciosa na tentativa de padronizagdo do extrato etandlico que apresenta, apenas,
cerca de 3% de substancias conhecidas.

Estudos futuros deverdo ser realizados na tentativa de isolar e purificar outras substancias,
incluindo aquelas j& fracionadas nesse trabalho com a utilizagdo de MDCCC. Adicionalmente, a
metodologia utlizada no fingerprint de EEPV devera ser aprimorada para a deteccdo dos ions nao
identificados por MS/MS neste estudo preliminar, avangando assim, para o conhecimento quimico
relacionado a propolis.

Essa pesquisa permitiu avaliar a atividade bioldgica dos extratos e das substancias isoladas
em CCC na inibi¢do da interagdo entre o dominio de ligacdo ao receptor (RBD) da proteina spike e o
receptor da protéina ACE2 pelo imunoensaio Lumit™. Além disso, foi possivel realizar um estudo
bioguiado em linhagens celulares especificas, destacando-se a linhagem celular MDA-MB-231,
associada ao cancer de mama triplo negativo. Estes estudos corroboraram para demostrar o potencial
da propolis verde nas atividades antivirais € antitumorais.
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8. APENDICES

4) (5) (5)

Figura A1. Perfil GC-MS da fragao 19-24 (CCC3) obtido por impacto de elétrons e espectros de MS
de 4cidos ambdnico e mangiferonico, m/z 424 (34%, M+), C30Ha30
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Figura A2. Espectros de RMN de '*C ¢ DEPTQ da mistura de acidos ambodnico e mangiferdnico
(fracdo 19-24 do CCC3) obtidos em um espectrometro de RMN de 500 MHz, CDCls.

H-31 Acido ambénico  y_»5 4 cido ambénico H-2 Acido mangiferdnico

H-24Acido mangiferénico

Figura A3. Espectro de 'H-RMN da mistura triterpénica de 4cidos ambonico e mangiferonico (fragio
19-24 do CCC3) obtida em um espectrometro de RMN de 500 MHz, CDCls.
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Figura A4. Espectro HSQC da mistura triterpénica de 4cidos ambdnico e mangiferdnico (fragdo 19-
24 do CCC3) obtida em um espectrometro de RMN de 500 MHz, CDCls.
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Figura AS. Espectro HMBC (expansdo 7,4-3,0 ppm) da mistura triterpénica de 4cidos ambonico e
mangiferonico (fragao 19-24 do CCC3) obtida em espectrometro de RMN de 500 MHz, CDCls.
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Tabela Al. Dados de ressonancia magnética nuclear (RMN) de 'H e *C da mistura de 4cidos
amboOnico e mangiferonico obtidos em um espectrometro de RMN de 500 MHz, CDCl;.

POSICAO ACIDO ACIDO DA SILVA ET
AMBONICO MANGIFERONICO AL 2005*
HSQC HSQC HSQC 1 JcH

8 'H (mult) 6 B¢ |6 'H (muly) d 3¢ |6 1C d 13c
1 1.86 (1) 33.4 1.57 (m) 33.4 33.4 33.4
2 2.32 (1) 37.5 2.73 (m) 37.5 37.4 37.4
3 - 216.7 - 216.7 216.7 216.7
4 - 50.2 - 50.2 50.2 50.2
5 1.72 (d) 48.4 1.74 (d) 48.4 48.4 48.4
6 0.94 (m) 21.5 1.59 (m) 21.5 21.5 21.5
7 1.33 (m) 28.1 1.93(m) 28.1 28.1 28.1
8 1.59 (m) 47.9 1.59 (m) 47.9 47.9 47.9
9 - 21.5 - 21.1 21.1 21.1
10 - 25.9 - 25.9 25.9 25.9
11 1.15 (m) 25.9 1.39 (m) 25.9 25.9 25.9
12 1.66 (m) 32.8 1.66 (m) 32.8 32.8 32.8
13 - 45.4 - 45.6 45.5 45.5
14 - 48.7 - 48.7 48.7 48.7
15 1.33 (m. 2H) 35.5 1.33 (m. 2H) 35.5 35.5 35.5
16 2.07 (m) 26.7 1.18 (m) 26.7 26.9 26.9
17 1.62 (m) 52.2 1.62 (m) 52.2 52.2 52.2
18 1.02 (s) 18.1 1.02(s) 18.1 18.1 18.1
19 0.60 (m); 0.81 (m)  29.5 |0.60 (m); 0.81 (m) 29.5 29.5 29.5
20 1.44 (m. 3H) 36.0 1.44 (m. 3H) 35.9 36.0 35.9
21 0.92 (m. 3H) 18.3 0.92 (m. 3H) 18.3 18.3 18.3
22 1.58 (m) 34.8 1.19 (m) 34.8 34.7 34.7
23 1.96 (m) 31.6 2.13 (m) 25.9 31.6 25.9
24 - 148.6 6.93 (1) 145.7 148.6 145.8
25 3.20 (q) 45.6 - 126.6 45.6 126.5
26 - 179.5 - 172.8 179.0 173.0
27 1.33 (m) 16.3 1.86 (s) 11.9 16.3 11.9
28 0.93 (s) 19.3 0.93 (s) 18.4 18.3 18.1
29 1.07 (s) 22.2 1.07 (s) 22.2 22.2 22.2
30 1.12 (s) 20.8 1.12 (s) 20.8 20.8 20.8
31 4.95¢4.99 (s) 111.1 - - 111.1 -

*MSS Da Silva, AMGL Cito, MH Chaves, JAD Lopes, Cycloatr anetriterpenoidsofpropolisfrom

Teresina — PI. Quimica Nova 28(2005) 5. https://doi.org/10.1590/S0100-40422005000500013
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Figura A6. Perfil cromatografico por HPLC-PDA (280 nm) da fracdo CCCS5 FR 76 (artepilina
O).
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Figura A7. Perfil cromatografico por HPLC-PDA (280 nm) da fragdo CCC5 FR 77 (artepilina
C purificada).
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Figura AS8. Perfil cromatografico por HPLC-PDA (280 nm) da fragdo CCC1 FR 50-55 sem
purificagdo (bacarina).
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Figura A9. Perfil cromatografico por HPLC-PDA (280 nm) da fracdo CCC1 FR 50-55 com
purificacdo (bacarina).
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Figura A10.Perfil cromatografico por HPLC-PDA (280 nm) da fragdo CCC3 FR 15
(culifolina).

145



Figura All. Viabilidade das células Vero E6-ACE2 apés tratamento com extratos de propolis
brasileira (A) e seus derivados prenilicos isolados (B) em diferentes concentracdes, avaliada pelo
teste colorimétrico MTT (5SmM, 1x PBS). A viabilidade celular total foi determinada pela
quantificagdo da metabolizacdo do corante por células ndo tratadas normalizadas para o controle do
veiculo (n = 3). A linha vermelha no grafico marca 90% da viabilidade celular.
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Figura A12. Perfil cromatografico por HPLC-PDA(280nm) em fase reversa da fracdo CCC3 FR 25-
30.

Figura A13. Perfil Cromatografico por HPLC-PDA(280nm) em fase reversa do prenilado isolado
capilatermisina A/B da fragdo 66-72 do CCC3 de EEPV
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Figura A14. Analise por HPLC-ESI-MS (modo negativo). fon molecular verificado em LC-ESI-MS
do prenilado isolado capilartemisina A/B 316 g/mol ([M-H]315) presente na fragao 66-72 do CCC3
de EEPV

Figura A15. Analise por HPLC-ESI-MSMS (modo negativo) em modo targeted do ion produto ([M-
H]315.1588) em tempo de retencao de Smin da fragdao 66-72 do CCC3 de EEPV
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Figura A16. Analise por HPLC-ESI-MSMS (modo negativo) em modo targeted do ion produto ([M-
H] 315.0508) em tempo de retengao de 4.8 min da fragdo 66-72 do CCC3 de EEPV confirmando a
presenca de Rhamenetina.

Capillartemisin A Capillartemisin B
Chemical Formula: C;gH,,04 Chemical Formula: C;¢H,,0,
L Exact Mass: 316,17 Exact Mass: 316,17 )

Figura A17. Estruturas quimicas do composto prenilados presente na fracdo 66-72 do CCC3 de
EEPV.
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Tabela A2. Dados de ressonancia magnética nuclear (RMN) do 'H e '*C do prenilado capilatermisina
presente na fragdo de CCC3 EEPV 66-72 utilizando DMSO

Capillartemisin A (cis) Capillartemisin B (Trans)
& e o) S bc Oy ] ey
C
1 2909 H-2 HGH7 | 2H-TH8 9.09 - H-2 H-6H7 | 24-1°.H-B
3 29.28 H-2, 2H-1 H-Z;H-6 129.28 - H-2, 2H-T H-Z; H-6
4 155.13 - H-T,H-1"H- | 15513 - - H-1,H-1"H-
B 5
5 126.00 H-6, H-1" H-2" 125.00 - H-6, H-17 H-Z°
g 168.38 H-8 H-7 - H-8 H-7
kY 136.80 H-5, H-4, H- H-T 135,80 - H-5 H-4' H- H-T
¥ ¥
ES 13227 H-4" H-5", H-17 13227 - H-4" H-5" H-17
H-2 H-2
CH
2 12787 | 7.21(d, 75) 12787 | 721(d,75)
§ 12787 | 7.21(d, 75) 12787 | 721(d,75)
1 13000 | 813(d 82) 14501 752 (d, 16)
8 11574 | 7.01(d, 84) 115,91 6.32 (d, 16)
F3 12164 5.51 (t, nd) 12164 5.51(t,nd)
z 122 85 5.37 (t, nd) 12285 5.37 {1, nd)
CHz
1 28.76 3.28 (d, nd) 78.26 3.28(d, nd)
4 66.74 3.82 () 66.74 382 (g)
1 28.81 3.28 (g 2881 3.78 (3) - -
CHz
g 14.10 1.5 (g 14.10 165 (3)
4 26.00 170 (g) 26.00 170 (s)
5 18.18 168 (g) 1818 1.68 (s)
OH
& - 380 - 330
4 - 6.63 - 6.63
g - 10.23 - 10.23
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Figura A18. Espectro de RMN de 'H do prenilado capilatermisina presente na fragdo de CCC3 EEPV
66-72 (DMSO-d6, SOOMHZ)

Figura A19. Espectro de RMN de 'H expandido em 8 a 6 min do prenilado capilatermisina presente
na fracdo de CCC3 EEPV 66-72 (DMSO-d6, 5S00MHZ)
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Figura A20. Espectro de RMN de *C do prenilado capilatermisina presente na fracdo de CCC3
EEPV 66-72 (DMSO-d6, 500MHZ)

Figura A21. Espectro de RMN de *C expandido de 124 — 113 ppm do prenilado capilatermisina
presente na fracdo de CCC3 EEPV 66-72 (DMSO-d6, 5S00MHZ)
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Figura A22. Espectro de RMN em COSY do prenilado capilatermisina presente na fragdo de CCC3
EEPV 66-72 (DMSO-d6, 500MHZ)

Figura A23. Espectro de HSQC expandidodo prenilado capilatermisina presente na fragdo de CCC3
EEPV 66-72 (DMSO-d6, 500MHZ)
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Figura A24. Espectro de HSQC expandido na regido de 4.5 a 0.5 ppm do prenilado capilatermisina
presente na fracdo de CCC3 EEPV 66-72 (DMSO-d6, S00MHZ)

Figura A2S. Espectro de HMBC expandido do prenilado capilatermisina presente na fragdo de CCC3
EEPV 66-72 (DMSO-d6, 500MHZ)
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Figura A26. Espectro de HMBC expandido do prenilado capilatermisina presente na fracdo de CCC3
EEPV 66-72 (DMSO-d6, S00MHZ)

Figura A27. Espectro de HMBC expandido do prenilado capilatermisina presente na fracdo de CCC3
EEPV 66-72 (DMSO-d6, 500MHZ)
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Figura A28. Espectro de HMBC expandido do prenilado capilatermisina presente na fracdo de CCC3
EEPV 66-72 (DMSO-d6, S00MHZ)

Figura A29. Espectro de HMBC expandido do prenilado capilatermisina presente na fragao de CCC3
EEPV 66-72 (DMSO-d6, 500MHZ)
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Figura A30. Espectro de RMN em NOESY do prenilado capilatermisina presente na fracdo de CCC3
EEPV 66-72 (DMSO-d6, S00MHZ)

Figura A31. Anélise por HPLC-ESI-MSMS (modo negativo) em modo targeted do fon produto ([M-
H]- 315.0474) em tempo de retencao de 4.075 min da fragdo 73-77 do CCC3 de EEPV confirmando
a presen¢a de Rhamenetina.
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Figura A32. Perfil Cromatografico por HPLC-PDA(280 nm) em fase reversa do padrdo sintetizado
(Pires & Nora, 2023) e a fragdao drupanina isolada por HSCCC combinado com Cromatografia de
permeacao em gel.

Figura A33. Perfil Cromatografico por HPLC-PDA(280nm) em fase reversa do flavonoide isolado
da fragao 54-57 do CCC3 de EEPV
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(Dihidrocanferide)

(Aromadendrina-4'0- éter metilico)

Figura A34. Estruturas quimicas do flavonoéide isolado da fragdo 54-57 de CCC1.2 de EEPV: A
mistura dos flavonoides aromadendrina-4’0- éter metilico e dihidrocanferide, isdmeros do composto

7.

Tabela A3. Dados de ressonincia magnética nuclear (RMN) do 'H e *C do flavonéide isolado da
fragao 54-57 do CCC3 de EEPV utilizando DMSO

Dihidrocanferide

dc O 2JcH 3JcH
C
4 198.22 H3 H2
5 162.96
7 167.24 H6, H8
1 129.77 H2, H2 H'6’ H3
4 159.97 H3' H5' OMe, H2'¢’
9 163.73 H8
10 100.92 H6, H8
CH
2 71.83 4.61 (dd, J =115, 6.1 Hz, 1H) H3 (cis e trans)
3cis 95.45 5.87 (dd, J=4.3, 2.0 Hz, 2H)
3 trans 83.16 5.11 (d, J = 11.3 Hz, 1H) H2
6 95.45 5.87 (dd, J=4.3, 2.0 Hz, 2H) H8
8 96.58 5.92(d,J=2.2 Hz, 1H) H6
2’eb” 129.91 7.44 (d, J = 8.8 Hz, 2H) H2
Jeb 114.06 6.97 (d, J = 8.8 Hz, 2H) H2' H6'
CH2
CHs
OMe 55.65 3.77 (s, 3H)
OH -5 11.90 (s, 1H)
OH-7 nd

Nd — Nao detectado na analise
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Figura A35.Espectro de RMN de 'H do flavonoide isolado da fragio 54-57 do CCC3 de
EEPV(DMSO-d6, 500MHZ)
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Figura A36. Espectro de RMN de *C do flavondide isolado da fragio 54-57 do CCC3 de EEPV
(DMSO-d6, S00MHZ)

H3 trans e H2

H3 cis e H2

Figura A37. Espectro de RMN em COSY do flavonoéide isolado da fragdo 54-57 do CCC3 de EEPV
(DMSO-d6, S00MHZ)
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Figura A38. Espectro de HSQC do flavonoide isolado da fracao 54-57 do CCC3 de EEPV (DMSO-
d6, 500MHZ)

Figura A39. Espectro de HMBC do flavondide isolado da fracao 54-57 do CCC3 de EEPV (DMSO-
d6, S00MHZ)
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Figura A40. Espectro de RMN em NOESY do flavondide isolado da fracdo 54-57 do CCC3 de
EEPV (DMSO-d6, 500MHZ)

Figura A41. Analise por HPLC-ESI-MS (modo negativo). fon Molecular Extraido (EIC) verificado
em LC-ESI-MS do flavonoide isolado da fracdo 54-57 do CCC3 de EEPV com 302 g/mol ([M-HJ
301)
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Figura A42. Analise por HPLC-ESI-MSMS (modo negativo)em modo targeted do fon produto ([M-
H]301) em tempo de retencao de Smin do flavonoide isolado da fracdo 54-57 do CCC3 de EEPV

Figura A43. Perfil Cromatografico por HPLC-PDA(280 nm) em fase reversa expandido entre 18-25
min da fracdo 13- 15 isolada de HSCCC combinado com Cromatografia de permeacdo em gel .
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Figura A44. Perfil Cromatografico por HPLC-PDA (280nm) em fase reversa do padrdo comercial
sakuranetina
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Figura A45. Analise por HPLC-ESI-MS (modo negativo). fon molecular verificado em LC-ESI-MS
de isosakuranetina ([M-H]285) presente na fracdo 13 a 15 da cromatografia de permeacgao em gel.
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Figura A46. Analise por HPLC-ESI-MSMS (modo negativo) do fon produto ([M-H]-285.0734) da
fracdo 13 a 15 da cromatografia de permeagdo em gel confirmando a isosakuranetina (SURET et al,

2021).

Figura A47. Perfil Cromatografico por HPLC-PDA(280nm) em fase reversa da canferide isolada de

HSCCC
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Figura A48. Perfil Cromatografico por HPLC-PDA (280nm) em fase reversa do padrdo comercial
canferide

Tabela A4. Dados de ressonancia magnética nuclear (RMN) do 'H e 1*C da fracdio 21-35 (betuletol)
utilizando DMSO e¢ de canferide utlizando acetona-d6

HO

HsCO

OH o
betuletol caenferida
Exact Mass: 330,07 Exact Mass: 300,06
](E;];;\l/l[lgtoo)l Sc S 2Jcn 3Jcn cosy
C
2 146,85 --
3 136,23 B
5 152,20 --
6 131,37 --
7 151,86 --
9 157,78 --
10 103,96 _
I’ 123,67 _
CH
8 9421 6,56 (3) C7,09 C6,C10
27e6” 129,84 8,13 (d) C2,C4 7,13
3ed 114,45 7,13 (d) c4’ C1’ 8,13
CH:
CH;
4’-OMe 55,74 3.84 (s) c4
6-OMe 60,39 3.75(s) C6
OH -3 B 9,53 (s) C3 C2,C4
OH -5 B 12,53 (s) (& C10,C6
OH-7 ~ 10,75 (s) C6,C8
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iz?offl;l—((il% dc OH 2JcH 3JcH cosy
C
2 145,87 --
3 nd nd
5 152,68 -
6 98,47 6,29 (d)
7 nd --
9 156,69 --
10 102,81 B
1’ 123,42 B
CH
8 93,66 6,56 (s) C7,C9 C6,C10
2”e6” 129,31 8,24 (d) cr C2,C4 7,17
3¢5 114,04 7,17 (d) c4 cr’ 8,24
4 161,14
CH>
CH3
4-OMe 55,04 3.92 (s)
OH -3 B nd
OH -5 B 12,14 (s)
OH-7 B nd

ndSinal ndo detectavel no RMN utilizando solvente acetona-d6

Figura A49. DEPTQ do flavonoide betuletol
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Figura A50. Espectro de RMN de 'H do flavonoide betuletol (DMSO-d6)

Figura AS1. Espectro de HSQC do flavonoide betuletol
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Figura AS52. Espectro de HMBC do flavonoide betuletol

Figura AS3. Perfil Cromatografico por HPLC-PDA em fase reversa (280nm) do flavonoide betuletol
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Figura A54. Espectro de RMN 'H (1), DEPTQ (2) e HMBC/HSQC (3) da canferide

171



Figura ASS. Perfil GC-MS da fragao 10-15 (CCC2) obtido por impacto de elétrons

Figura A56. Perfil GC-MS obtido por impacto de elétrons e espectros de MS do ion majoritario da
fracdo 10-15 (CCC2) no tempo de retengdo revelendo pela NISTOS o perfil de fragmentagcdo do
lupenil acetato
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Figura AS57. Perfil GC-MS da fracdo 26-27 e 22-23 (CCC2) obtido por impacto de elétrons e
espectros de MS das fragdes com m/z 108.

Figura A58 Perfil Cromatografico por HPLC-PDA (280nm) em fase reversa dos acidos anacardico
17:1 (esquerda) e 19:1 (direita) das fragdes obtidas de CCC2 e purificagdo em CPG.

Figura AS59. Perfil GC-MS dos 4cidos anacardicos purificados obtidos por impacto de elétrons e
espectros de MS das fragdes com m/z 108.
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Tabela AS. Dados de ressonancia magnética nuclear (RMN) do 'H e '*C do 4cido anacérdico 19:1
presente na fracao I+J utilizando CDCl3

I+J: ACIDO ANACARDICO 19:1 monoénica

Sc SH 2Jen 3JcH
C
1 163.51 H-5
2 110.70 H-4; 2H-1’
3 147.57 2H-1 H-5
7 175.12
CH
4 12257 | 6.77(d, 7.8)
5 13499 | 7.35(t,7.8)
6 11572 | 6.86(d, 7.8)
g 130.03 5.37 (m) 2H-7 2H-10
9 129.84 2H-10’ 2H-7
11 - - -
12
14
15
CH: -
1 36.45 2.97 (m) H-4
2 32.05 1.59 (m) 2H-1"
3-6 29.77- 1.34-1.27
29.03
7 27.20 2.04 (m)
10 27.16
13
16’
1113 - -
11°-16” 29.77- 1.34-1.27
29.03
1417 -
14 - -
17 31.92 1.34-1.27
18’ 22.68 1.34-1.27
CHs
15 -
19 14.11
Comparado com Morais ef al., 2017
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Figura A60. Espectro de RMN de '*C doacido anacérdico 19:1 obtidode CCC2 e purificagio em
CPG (CDCls, 500MHZ)

Figura A61. Espectro de RMN de 'H do do 4cidos anacérdico 19:1 obtidode CCC2 e purificagio em
CPG (CDCls, 500MHZ)
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Figura A62. —Espectro de RMN de HMQC do 4cidos anacardico 19:1 obtidode CCC2 e purificagao
em CPG (CDCl3, S00MHZ)

Figura A63. Analise por HPLC-ESI-MS (modo negativo). fon molecular verificado em LC-ESI-MS
do acido anacardico 402 g/mol ([M-H]401)
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Figura A64. Anélise por HPLC-ESI-MS (modo negativo). Espectro de massas do fon molecular
extraido 415.2825 verificado em LC-ESI-MS do acido anacardico 402 g/mol ([M-H]401)

Figura A65. Anélise por HPLC-ESI-MS (modo negativo). Espectro de massas do fon molecular
extraido 417.2983 verificado em LC-ESI-MS do acido anacardico 402 g/mol ([M-H]401)
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Figura A66. Anélise por HPLC-ESI-MS (modo negativo). Espectro de massas do fon molecular
extraido 373.2731 verificado em LC-ESI-MS do acido anacardico 402 g/mol ([M-H]401)
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Figura A67. Anélise por HPLC-ESI-MS (modo negativo). Espectro de massas do fon molecular
extraido 401.3043 verificado em LC-ESI-MS do acido anacardico 402 g/mol ([M-H]401)
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Figura A68. Perfil GC-MS obtido por impacto de elétrons no modo syn para o m/z 108
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