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RESUMO

ARRUDA, C. Estudos de estabilidade do artepelin C, do acido p-cumarico e
avaliacdo das atividades antimicrobiana, antiparasitaria e citotoxica dos
produtos de degradacdo majoritarios. 2019. 123f. Tese (Doutorado). Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo
Preto, 2019.

A Prépolis Verde Brasileira (PV) € um importante produto apicola, que apresenta
importantes atividades biol6gicas, tornando-se valiosa no mercado internacional. O
principal composto fendlico prenilado na PV é o artepelin C, juntamente com o seu
acido precursor, o acido p-cumarico, ambos contribuem para os efeitos biolégicos da
PV. Levando isso em conta, avaliou-se o efeito da luz, temperatura e oxigénio do ar
no teor destes compostos para se estabelecer as melhores condicbes de
armazenamento e transporte para a PV bruta e para os compostos puros. Também
foram avaliados o efeito do artepelin C, do acido p-cumarico e seus produtos de
degradacdo majoritarios contra sete linhagens de bactérias orais, linhagens de
células cancerigenas (AGP-01 e HelLa) e L. amazonensis (promastigotas e
amastigotas). Para tanto, o artepelin C e o acido p-cumarico foram submetidos a
degradagéo por cinco dias sob luz solar e temperatura de 50 °C, fornecendo trés
isdbmeros principais do artepilin C e um do &cido p-cumarico. Em seguida, foi
desenvolvido e validado um método em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia de
Fase Reversa (CLAE-FR) para quantificacdo destes compostos na PV bruta e em
seus extratos. Nos estudos de estabilidade utilizou-se o Design Experimental Fatorial
Completo e o Design Composto Central Rotacionado para se estabelecerem as
condicGes desejaveis de armazenamento da propolis bruta e seus metabdlitos. Os
ensaios bioldgicos foram realizados in vitro. O artepelin C, puro e na PV deve ser
mantido protegido da luz e armazenado a temperaturas inferiores a -2,5 °C para se
evitar degradacdo. O &cido p-cumarico pode ser armazenado a temperatura
ambiente. Com relacdo aos efeitos biolégicos, consideraram-se promissores 0S
compostos com valores de ICso abaixo de 10 uM, sendo que o ART4 e o isbmero Z
do artepelin C apresentaram efeito significante contra a linhagem AGP-01 de cancer
gastrico e contra Leishmania amazonensis, especialmente contra as formas
amastigotas. O acido p-cumarico também apresentou atividade promissora contra
amastigotas de L. amazonensis, enquanto o AC-1, seu isbmero Z, foi eficaz contra
as formas promastigotas. Estes compostos ndo foram citotoxicos para CHO-k1, uma
linha celular normal, indicando que ndo sao toxicos para as ceélulas normais.
Portanto, as melhores condicbes de armazenamento e transporte para se manter o
teor de ambos os compostos na PV sao protecdo da luz e armazenamento a baixas
temperaturas. Além disso, esses compostos sdao candidatos promissores para o
desenvolvimento de novos farmacos contra leishmaniose e cancer gastrico.

Palavras-chave: Propolis Verde, Artepelin C, Estudos de estabilidade



ABSTRACT

ARRUDA, C. Stability Studies of artepillin C, p-coumaric acid and evaluation of
the antimicrobial, antiparasitic and cytotoxic effects of their major degradation
products. 2019. 123f. Thesis (Doctoral). School of Pharmaceutical Sciences of
Ribeirdo Preto — University of Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2019.

Brazilian Green Propolis (BGP) is an important bee product because it displays
important biological activities. Therefore, it's valuable in the international market. The
major prenylated phenolic compound in BPG is (E)-artepillin C, along with its
precursor (E)-p-coumaric acid, and they contribute to the biological effects of BGP.
Taking that into account, it was evaluated the effect of light, temperature and air
oxygen in their content to establish the best storage and transport conditions for both
crude BGP and its isolated compounds. It was also evaluated the effect of artepillin
C, p-coumaric acid, and their major degradation products against seven strains of
oral bacteria, cancer cell lines (AGP-01 and He-La) and L. amazonensis
(promastigotes and amastigotes). For that, artepillin C and p-coumaric acid were
initially submitted to degradation for five days under sunlight and high temperature
(50 °C), furnishing three major artepillin C isomers and one p-coumaric acid isomer.
Then, it was developed and validated a Reverse Phase High Performance Liquid
Chromatography (RP-HPLC) method for quantifying these compounds in crude BGP
and in its extracts. In the stability studies, it was used a Full Factorial and Central
Composite Design to establish the desirable storage conditions. The biological
assays were performed in vitro. Crude BGP and artepillin C should be kept protected
from light and should be storage below -2.5 °C to prevent degradation. p-Coumaric
acid can be stored at room temperature. Regarding the biological effects, it was
considered the compounds with 1Cso values below 10 uM. ART4, the Z isomer of
artepillin C, displayed significant effect against gastric cancer cell line AGP-01 and
against Leishmania amazonensis, especially the amastigote form of the parasite. P-
coumaric acid also showed a promising activity against L. amazonensis amastigotes,
while AC-1, its Z-isomer, was effective against the promastigote forms. These
compounds were not cytotoxic to CHO-k1, a normal cell line, indicating that they are
not toxic to normal cells.Therefore, the best storage and transport conditions to keep
the content of both compounds in BGP are protection from light at low temperatures.
Also, these compounds are promising candidates for development of novel drugs
and should be further evaluated.

Keywords: Green Propolis, Artepillin C, Stability studies
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1. INTRODUCAO

1.1 Prépolis: composicdo quimica

A propolis é um produto apicola formada por um conjunto complexo de
componentes coletados por abelhas da espécie Apis mellifera, tais como resinas de
diversas partes das plantas (ramos, flores, polen, botbes e exsudatos de arvores),
que sao depositados na colmeia juntamente com saliva e enzimas deste inseto para,
principalmente, fazer a assepsia e manter a temperatura adequada para as abelhas
na colmeia. E constituida, basicamente, de resina (50% da mistura, consistindo
majoritariamente em flavonoides e acidos fendlicos), ceras (30%), 6leos essenciais
(10%), polen (5%) e outras substancias organicas (5%). Entre os compostos
presentes, podem ser observados hidrocarbonetos, alcodis, é&cidos alifaticos e
aromaticos, ésteres e seus derivados, aldeidos, cetonas, flavonoides, acidos graxos,
terpenoides, aminoacidos, acucares, lignanas, vitaminas, minerais, entre outros
(Berretta et al., 2017).

A composicdo quimica da prépolis estd intimamente ligada a flora de cada
regido geogréfica, sendo, portanto, diferente de acordo com as espécies vegetais
que servem de fonte para a coleta da resina. Em relagdo as propolis brasileiras,
estas podem ser divididas em varios tipos, destacando-se a propolis verde,
proveniente do sudeste brasileiro, cuja principal fonte vegetal para sua producéo é a
Baccharis dracunculifolia, conhecida popularmente por alecrim-do-campo (Costa et
al., 2019, 2018).

A propolis verde brasileira (figura 1) possui composicdo quimica
caracteristica, pois contém majoritariamente compostos fendlicos prenilados, como o
artepelin C, bacarina e drupanina, assim como acidos fendlicos, como o precursor
biossintético destes compostos, 0 acido p-cumarico.

Este tipo de prépolis, devido & sua composicdo quimica, possui diversos
beneficios para a saude, agindo como antioxidante, por exemplo. Isso mostra que
varios dos compostos fendlicos isolados da propolis verde, inclusive os prenilados,
Sao responsaveis por varias das suas atividades biologicas. Portanto, ela é
usualmente empregada em alimentos, bebidas e suplementos com boa aceitacao
popular. (Berretta et al., 2017; Fukuda et al., 2015; Kyoko Naramoto, 2014).



Figura 1. Prépolis Verde Bruta

1.2 Importancia econdmica da propolis verde

Uma vez que o artepelin C e o acido p-cumarico possuem inumeras
atividades biol6gicas e estdo presentes na propolis verde em concentracao
apreciavel, o valor comercial deste tipo de prépolis no mercado internacional € alto.
No mercado japonés, a propolis verde possui alto valor comercial, uma vez que em
2010 o preco de um gquilograma de prépolis verde era aproximadamente U$ 90,00,
enquanto que a mesma quantidade de mel era vendida por U$ 3,00 (Berretta et al.,
2017).

Devido ao grande interesse de outros paises pela propolis verde brasileira,
aproximadamente 75% da producdo brasileira deste produto apicola sdo exportados,
principalmente para o Japéo (Avelino & dos Santos, 2018). O interesse do Japao
pela propolis verde é justificado tanto pelo consumo, sendo um dos exemplos mais
relevantes o uso desta como auxiliar no tratamento de cancer; como pelas pesquisas
japonesas relacionadas principalmente a composicdo quimica e as atividades
bioldgicas deste tipo de prépolis, destacando-se os estudos com o artepelin C (Toreti
et al., 2013; Urushisaki et al., 2011).

A alta demanda de propolis verde, em especial dos paises asiaticos, como o
Japéo, é essencial para a sustentacdo da economia que gira ao redor deste produto
e para seu valor consideravelmente lucrativo: a producéo brasileira de propolis é
estimada em 140 toneladas, sendo a maior parte (100 toneladas) de prépolis verde.

Como aproximadamente 80% do total da producéo de propolis verde vém de Minas



Gerais, mais especificamente a regido préxima ao rio Sdo Francisco na Serra da
Canastra, os apicultores desta regido dependem da producgdo da propolis verde de

boa qualidade para que tal produto seja exportado (Berretta et al., 2017).

1.3 Propolis verde, acido p-cumarico, artepelin C e atividades biolégicas

O artepelin C (figura 2) € um composto fendlico prenilado que esta presente
em alto teor na propolis verde, assim como o acido p-cumaérico, (figura 2) sendo
estes considerados seus marcadores quimicos (Berretta et al., 2017; Costa et al.,
2018).

HO O

OH HO

Figura 2. Estruturas quimicas do artepelin C e do &cido p-cumarico

Devido a presenca de tais compostos, a prépolis verde, além de
desempenhar a importante funcdo de selar as fendas nas colmeias para manter a
temperatura adequada para as abelhas, promove diferentes atividades bioldgicas, o
que é interessante do ponto de vista farmacolégico (Berretta et al., 2017). Algumas
destas atividades ja descritas na literatura séo: a atividade citotoxica contra
linhagens de células tumorais (Bufalo et al., 2010), anti-inflamatéria (Mariano et al.,
2018), gastroprotetora (Barros et al., 2007), antiparasitaria (Pontin et al., 2008) e
antidiabética (Kitamura et al., 2013).

Dos compostos prenilados presentes na propolis verde, o artepelin C € o mais
abundante (Jorge et al., 2008) e provavelmente contribui de forma significativa com
as atividades biolégicas do extrato de prépolis verde, pois o artepelin C isolado
demonstrou diversos efeitos, como a atividade gastroprotetora (Costa et al., 2018),
citotoxica contra linhagens de células tumorais (Oliveira et al., 2014), anti-

inflamatoria (Paulino et al., 2008), antidiabética (Choi et al., 2011) e antigenotdxica



(Monteiro Neto et al., 2011). O acido p-cumarico também desempenha diversos
efeitos biolégicos, como antiulcerogénico (Barros et al., 2008), antimicrobiano,
anticancer e antimutagénico (Pei et al., 2016).

Observando-se as diversas atividades da propolis verde, artepelin C e acido
p-cumarico, ressalta-se o efeito citotoxico, antimicrobiano e antiparasitario.
Considerando-se a importancia da descoberta e desenvolvimento de novos
medicamentos para o tratamento do cancer, da leishmaniose, bem como de novos

agentes antimicrobianos, a propolis verde apresenta potencial para tal.

1.4 O cancer e aimportancia da descoberta de novos farmacos

As chamadas DCNTs (Doencgas Cronicas Nao Transmissiveis) sdo, nos dias
atuais, responsaveis por muitos dos casos de morbidades e mortalidade e o cancer
€ uma das mais relevantes de tais doencas. A Organizacdo Mundial de Saude
(OMS), em 2015 estimou o cancer como a principal ou a segunda principal causa
das mortes de pessoas com menos de 71 anos em 91 de 172 paises e este ocupou
a terceira ou quarta posicdo em outros 22 paises. Em 2018, a GLOBOCAN
(Estatistica Global de Cancer) mostra que em 2018 a estimativa chegou a 18.1
milhdes de novos casos de cancer e 9.6 milhdes de mortes causadas pelo cancer
(Bray et al., 2018).

Dentre os diversos tipos de cancer, o que afeta o estbmago se destaca, pois
afeta milhares de pessoas ao redor do mundo: o cancer gastrico € um dos tipos mais
comuns de céancer e causa a morte na maioria dos pacientes afetados. Uma das
razdes € que, geralmente, os pacientes dao inicio ao tratamento tardiamente,
quando a doenca ja se encontra em estagio avancado. Além disso, a taxa de
reincidéncia das células cancerigenas é alta. Outra razdo importante € a falta de
medicamentos eficientes na cura desta patologia, pois os farmacos e tratamentos
disponiveis atualmente ndo séo suficientes para a cura total deste tipo de cancer (Li
et al., 2017).

Tendo em vista a relevancia e gravidade desta moléstia, a propolis tem sido
objeto de pesquisa contra diferentes células tumorais e sua atividade pode ser
atribuida ao efeito antioxidante, melhora do sistema imunoldgico, diminuicdo da
proliferacdo das células cancerigenas, bloqueio de vias de sinalizagdo de oncogenes

e diminuicdo da angiogénese. Tais atividades estdo intimamente ligadas a



composicdo quimica da propolis e alguns dos compostos que participam do efeito
antitumoral foram identificados como crisina, galangina, cardanol e artepelin C
(Patel, 2016).

Entre estes compostos, estudos mostram que o artepelin C &€ um forte
candidato a farmaco contra esta moléstia, pois apresenta efeito citotoxico frente a
inimeras linhagens celulares, geralmente provocando efeito antiproliferativo,
citotoxico e/ou apoptotico. Alguns exemplos destas linhagens sdo: células gastricas,
do célon, pulméao, leucémicas, entre outras. Além disso, o artepelin C, assim como
outros compostos fendlicos, participa do efeito preventivo a inUmeros tipos de
carcinomas (Androutsopoulos et al., 2010; Szliszka et al., 2012).

1.5 Doencas bucais associadas a micro-organismos

Além do cancer, inUmeras doencas causadas por micro-organismos também
sdo recorrentes na atualidade: Streptococcus mutans, por exemplo, € uma das
principais bactérias causadoras da carie e a importancia de compostos bactericidas
e/ou bacteriostaticos reside na relacdo das doencas dentarias com inUmeras outras
patologias, como diabetes, doencas cardiacas, hipertensdo arterial, esclerose
multipla, entre outras; além de serem doloridas. As leveduras do género Candida e
as bactérias da espécie E. coli geralmente sao in6cuas ao ser humano, porém, em
organismos com o sistema imunolégico comprometido, podem assumir carater
patogénico, provocando candidiase e doencas gastrintestinais, respectivamente
(Croxen et al., 2013; Kim and Sudbery, 2011; Patra et al., 2015).

A prépolis, além de seus inimeros outros usos, também é empregada como
agente antimicrobiano contra bactérias bucais. Tal atividade é devida, principalmente
aos compostos fendlicos, flavonoides, acidos aromaticos e ésteres. Além disso,
enxaguatorios bucais contendo propolis se mostraram menos toxicos as células de
fibroblastos gengivais em comparacéo a clorexidina. Formulagfes a base de 5, 10 e
15% de propolis e quitosana demonstraram atividade antimicrobiana semelhante a
da clorexidina (Franca et al., 2014).

Em relagdo ao efeito antimicrobiano do artepelin C, este é ativo contra uma
ampla gama destes, inclusive contra bactérias cariogénicas, como o Enterococcus

faecalis; e também contra outros micro-organismos, como Staphylococcus aureus,



Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, e espécies de Candida (Estrada et al.,
2008).

1.6 Doencas negligenciadas e a leishmaniose

Leishmaniose € um grupo de doencas causadas por parasitas do género
Leishmania spp. responsaveis por muitas mortes e doentes no mundo. Além disso, a
leishmaniose é classificada como uma doenca negligenciada e esta presente
principalmente em paises em desenvolvimento. Esta parasitose € uma das doencas
tropicais mais comuns e atinge cerca de 12 milhdes de pessoas em mais de 98
paises. Os farmacos mais comumente utilizados para o tratamento da leishmaniose
sdo 0os medicamentos antimoniais pentavalentes, pentamidina e anfotericina B, que
nao sdo totalmente ativos oralmente e 0s parasitas estdo mais resistente a estas
drogas a cada dia. Tais medicamentos também causam diversos efeitos colaterais
(Akhoundi et al., 2017). Portanto, essas doengas sdo importantes no cenario mundial
e farmacos mais eficazes e seguros sdo necessarios para um tratamento efetivo.

Tendo em vista a descoberta de compostos de origem natural com atividade
antiparasitaria, PONTIN e colaboradores (2008) avaliaram e constataram o efeito
leishmanicida do extrato hidroalcodlico da propolis verde, que é constituido
majoritariamente por derivados prenilados do &cido p-cumarico, como o artepelin C e
por acido p-cumérico. Portanto, estas atividades podem ser atribuidas em parte a
estes compostos.

Considerando-se, entédo, a importancia atual destas doencas, a necessidade
de medicamentos inovadores e as atividades da prépolis verde, a avaliacdo de seus
compostos majoritarios artepelin C e &cido p-cumarico, assim como de seus
derivados estruturais quanto as atividades antimicrobiana, citotéxica contra
diferentes linhagens de células tumorais e antiparasitaria € importante, pois tais

compostos podem ser promissores candidatos a novos farmacos.

1.7 Estabilidade de produtos de origem natural

Matérias primas provenientes de plantas ou de outros produtos de origem

natural sdo, muitas vezes, utilizadas para a producdo de fitoterapicos, para

comercializacdo ou para exportacdo e devem ter sua estabilidade avaliada, pois a



deterioracdo do produto indica baixa qualidade da matéria-prima e, portanto, diminui
seu valor. Estudos de estabilidade levam a melhores condi¢cdes de transporte e
armazenamento destes produtos, mantendo e/ou aumentando seu valor agregado. A
avaliacdo da estabilidade de tais produtos quando expostos a luz, altas temperaturas
e presenca de oxigénio é muito relevante, pois sdo condi¢fes as quais as matérias-
primas sdo usualmente submetidas quando sdo transportadas e
armazenadas(Arimboor et al., 2015).

Em relacdo a propolis verde, devido a presenca de muitos compostos
majoritarios insaturados, como o acido p-cumarico, artepelin C, bacarina e
drupanina, torna-se ainda mais importante a avaliacdo de sua estabilidade frente a
estes fatores, pois a presenca de oxigénio no ar, luz e altas temperaturas séo fatores
conhecidos por causarem a degradacdo de compostos com ligacBes duplas
(Rodriguez-Amaya, 2019).

Daskalaki et al (2009) avaliaram a influéncia da presenca de oxigénio em 6leo
de oliva e mostraram que, em temperatura ambiente, no escuro e com pouco
oxigénio disponivel, por volta de 30% de derivados do hidroxitirosol foram
degradados em 15 meses de armazenamento. Da mesma forma, o contetdo de tais
compostos diminui em 60% e 90% apds 30 e 90 minutos de exposicdo do Oleo de
oliva a alta temperatura, respectivamente.

A luz ultravioleta emitida pela luz do sol e por lampadas usadas na iluminacao
de ambientes internos pode também propiciar a degradacdo de compostos
insaturados, especialmente nas ligacées duplas: o acido (E)-2,2-dimetil-8-(3-metil-2-
butenil)-benzopiran-6-propenoico, um composto isolado de prépolis, apds exposicao
a luz UV a 365 nm, sofreu isomerizacdo na ligacédo dupla (de E para Z) (Hirota et al.,
2000).

Portanto, estudos sobre a estabilidade do artepelin C e do acido p-cumarico
em diferentes condi¢cbes de luminosidade, temperatura e oxigénio sdo de extrema
importancia, pois através destes, novas condi¢cbes de embalagem, transporte e
armazenamento podem ser sugeridas de modo a minimizar o processo de
degradacédo. Além disso, para que seja possivel a constatacdo do teor destes
metabolitos na prépolis verde bruta € necessario um método analitico capaz de
fornecer tais dados com confiabilidade. Ademais, a identificacdo dos principais
produtos de degradacdo do artepelin C e do acido p-cumarico, assim como a

comparacao de seus efeitos biolégicos é importante, devido ao alto valor da propolis



verde brasileira, especialmente no mercado internacional, podendo agregar ainda

mais valor a propolis verde bruta e seus produtos.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

o Investigar os principais fatores responsaveis pela degradacdo do
artepelin C e do &cido p-cumarico isolados e na propolis verde,

o Isolar e identificar os produtos de degradacao majoritarios,

o Desenvolver um método cromatografico em Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia para analise dos principais produtos de degradacdo e seus
precursores;

. Realiza os seguintes ensaios biolégicos in vitro do artepelin C, do acido
p-cumarico e de seus produtos de degradacdo: antiparasitario contra formas
promastigotas e amastigotas de Leishmania amazonensis, citotoxico contra as

linhagens AGP-01, He-La e CHO-k1 e antimicrobiano contra bactérias bucais.

2.2  Objetivos Especificos

o Isolar o artepelin C a partir da propolis verde utilizando-se diferentes
modalidades cromatogréaficas. O acido p-cumarico foi adquirido comercialmente;

. Submeter o artepelin C e o acido p-cumarico a degradacao forcada
(exposicdo a altas temperaturas e a luz solar) para obtencdo dos produtos de
degradacdo majoritarios;

o Isolar os produtos de degradacao utilizando-se diferentes modalidades
cromatograficas;
o Elucidar a estrutura quimica dos produtos de degradacdo majoritarios

com o auxilio de métodos fisicos de analise, como Ressonancia Magnética Nuclear
e Espectrometria de Massas;

o Desenvolver um método analitico utilizando Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia de fase reversa para quantificar o artepelin C, &cido p-cumarico e 0s
principais produtos de degradacao no extrato de prépolis verde;

o Utilizando-se Designs Experimentais, realizar estudos de estabilidade
com a prépolis verde, com o artepelin C e com o0 acido p-cumarico, expondo as

amostras a diferentes condi¢cfes: presenca e auséncia de luz, presenga ou auséncia
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de oxigénio do ar, temperaturas abaixo de 0 °C, temperatura ambiente, temperaturas
= 40°C;

o Determinar as condi¢cdes ideais de armazenamento e transporte da
prépolis verde bruta, do artepelin C e do acido p-cumarico isolados;

o Realizar ensaios com os produtos de degradacdo e com seus
precursores contra linhagens de células tumorais, sendo estas a AGP-01 (cancer
gastrico) e a He-La (cancer cervical), e contra a linhagem de células normais CHO-
k1 (células de ovario de hamster chinés);

o Realizar ensaios antimicrobianos de tais compostos para avaliar a
atividade contra as bactérias bucais Streptococcus mutans, Streptococcus mitis,
Streptococcus sobrinus, Streptococcus sanguinis, Streptococcus salivarius,
Lactobacillus casei e Enterococcus faecalis;

. Avaliar a atividade antiparasitaria do artepelin C, do acido p-cumarico e
de seus produtos de degradacdo majoritarios contra as formas amastigota e

promastigota de Leishmania amazonensis.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Isolamento do artepelin C

3.1.1 Obtencéo do extrato bruto de prépolis verde

A proépolis verde bruta foi fornecida pela empresa Apis Flora®, localizada na
cidade de Ribeirdo Preto-SP. Para obter-se o extrato concentrado nos compostos
fendlicos presentes na propolis verde, especialmente o artepelin C, 1 kg de propolis
verde congelada foi pulverizada. Apds, esta foi submetida a extracdo com 4 L de
metanol por 48 h. Este processo foi realizado repetido trés vezes. Em seguida, 0s
extratos foram reunidos e o volume concentrado em rotaevaporador a vacuo até
30% do volume inicial. Entdo, o extrato foi mantido em geladeira por 24 h para

precipitacdo das ceras, seguido de filtracdo em papel de filtro.

3.1.2 Fracionamento do extrato de propolis verde

O extrato resultante teve seu volume aumentado para 4 L com a adi¢ao de
metanol, seguido de particao trés vezes com 1000 mL de hexano para remocao dos
compostos mais apolares presentes no extrato. Em seguida, foi acrescentada agua a
solucdo metandlica até se obter a proporcao de solventes metanol:agua 6:4, seguido
de particdo trés vezes com 1000 mL de diclorometano. Utilizou-se diclorometano
para particionar a fracao hidroalcodlica com o objetivo de obter-se uma fragdo mais
concentrada em artepelin C. Tal fracdo, ap0s secagem utilizando-se rotaevaporador

a vacuo, forneceu 400 g (Figura 3).
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-

{ Prépolis verde bruta

-Extrair com 4L de metanol por 48 horas (3x)
-Secar em rotaevaporador até 30% do volume
-Armazenar em geladeira (24 h)

-Filtrar em papel de filtro

o~

Extrato de prépolis verdew

)

-Solubilizar em metanol até volume total 4L
-Particionar com 1L de hexano (3x)
-Solubilizar em metanol: dgua 6:4
-Particionar com 1L de diclorometano (3x)

Fragdo Diclorometanica
(400 g.)

Figura 3. Método de obtencéo do extrato metandlico de prépolis verde e da
fracdo diclorometanica

Parte da fracdo diclorometanica (54,55 g.), ap0s concentracdo por
rotaevaporacao, foi liofilizada e fracionada por meio de cromatografia em coluna de
fase normal, empregando-se uma coluna de vidro de 30 cm x 8 cm. Como fase
estacionaria foram utilizadas 450 g de silica gel 60 (60-200 pym) (Across organics®) e
como fase mével hexano (Hex): acetato de etila (AcOEt) em gradiente crescente de
polaridade: de 95:5 (Hex:AcOEt) até 100% AcOEt (tabela 1). Foram coletadas 236
fracbes de 1000 mL cada e, apds andlise por cromatografia em camada delgada,
tais fracbes foram reunidas em subfracfes, de acordo com o perfil cromatogréfico
destas. Além disso, foi utilizado padrao de artepelin C nas analises por cromatografia
em camada delgada para identificar quais eram as fracbes ricas em tal composto

para que fossem reunidas.
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Tabela 1. Fase Movel utilizada no fracionamento do extrato diclorometanico
da prépolis verde

Fase Movel FracOes
Hexano: AcOEt (95:05) 1-65
Hexano: AcOEt (90:10) 66-103
Hexano: AcOEt (85:15) 104-143
Hexano: AcOEt (80:20) 144-149
Hexano: AcOEt (70:30) 150-189
Hexano: AcOEt (60:40) 190-209

Hexano: AcOEt (1:1) 210-234
AcOEt 235-236

As 14 subfracbes (fracdes reunidas) foram analisadas por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia em cromatografo da Waters® acoplado ao detector de
arranjo de diodos, com auxilio do software Empower, utilizando o método descrito
por MACHADO et al. (2012). Em tais analises foi utilizada coluna Shim-Pack CLC-
ODS (M), shimadzu 4,6 mm x 250 mm, diametro de particula de 5 um, diametro de
poro de 100 A. A fase movel empregada foi gradiente de metanol (B) e agua
acidificada (A). A solugcdo de agua acidificada foi preparada adicionando-se &cido
férmico 85% PA em agua Milli-Q a uma concentracdo de 0,1%, resultando em uma
solucéo de pH 2,7. Esta solucéo foi filtrada utilizando-se membrana para filtracdo de
0,45 um. O método possui fluxo da fase moével 0,8 mL/min., deteccdo a 275 nm e
tempo de andlise de 77 min, sendo a propor¢do dos solventes A e B descritas na
tabela 2. Antes das andlises, as 14 subfra¢cdes foram dissolvidas em metanol (grau
HPLC) na concentracdo de 1 mg/mL e filtradas em membrana de 0,45 um. Os
cromatogramas das amostras foram comparado ao do padrao auténtico de artepellin
C.

Tabela 2. Método cromatografico usado nas andlises da prépolis verde e suas

fracOes
Tempo (min) Solvente (%) o
Metanol Agua Acidificada
0 20 80
70 95 5
75 20 80

77 20 80
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Apos identificacdo das subfracbes ricas em artepelin C, estas foram
purificadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia preparativa (Cromatografo
da Shimadzu) com detector Ultra Violeta utilizando como fase estacionaria coluna
preparativa C18 Shimadzu Shim-pack (20 x 250 mm, 5 ym) e como fase movel
gradiente de metanol e 4gua acidificada (com acido formico pH 2,7) com tempo total
de andlise de 23 min (tabela 3). Em cada andlise, foram realizadas inje¢cdes de 500
puL de amostra na concentracdo de 200 mg/mL solubilizadas em metanol (grau
HPLC). O método utiliza vazdo de fase movel igual a 8 mL/min. e deteccdo em 275
nm e 310 nm. O artepelin C, nestas condi¢des, possui tempo de retencao de 14,3
min (Costa et al., 2018).

Tabela 3. Gradiente da fase mével — CLAE preparativo

Solvente (%)

Tempo (min)

Metanol Agua Acidificada
0 80 20
15 95 5
18 95 5
19 80 20
23 80 20

Apoés purificado, o artepelin C isolado foi solubilizado em CDCl; e
analisado em espectrometro Bruker (DRX-500) em 500 MHz e 125 MHz para *H

e 13C, respectivamente, para confirmacdo de sua estrutura quimica.

3.2 Obtencéo dos produtos de degradacao majoritarios do artepelin C

e do acido p-cumarico

3.2.1 Determinacao do tempo necessario para obtencdo de produtos
de degradacéao do artepelin C e do acido p-cumarico

Com o objetivo de se obterem os produtos de degradacdo majoritarios do
artepelin C e do acido p-cumarico, primeiramente, foram realizados experimentos
para determinar-se o tempo de exposicdo de tais compostos ao sol e a
temperatura de 50°C necessérios para obtencdo de quantidade significativa de
produtos de degradacdo. Para tanto, 20 mg de cada composto foram
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solubilizados em 10 mL de AcOEt e transferidos para um Erlenmeyer de 50 mL
de capacidade, os quais foram fechados hermeticamente. As amostras foram
expostas ao sol por 12 h ao dia pelo periodo de 30 dias. Amostras também foram
colocadas em estufa de circulacdo de ar a 50 °C, protegidas da luz, pelo mesmo
periodo. Para verificar a degradacdo do artepelin C e do acido p-cumaérico e a
formacdo de produtos de degradacao, aproximadamente 500 uL de amostra
eram retirados de cada frasco a cada sete dias, secos, solubilizados em 1 mL de
metanol grau HPLC e analisados por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
utilizando-se o método analitico desenvolvido por Machado et al. (2012) e

descrito na subsecao anterior (Figura 4).

75 uL
246 L Pl
502C

1,2 ug/mL
Volume total
5ml 0,5 mL
Aca ias

Artepelin C  Ac. p-cumarico ArtepelinC  Ac. p-cumarico
20 mg 20 mg o O O 20 mg 20 mg
10 mL AcOEt 10 mL AcOEt 10 mL AcOEt 10 mL AcOEt

Figura 4. Experimentos de determinacédo do tempo necessario para
obtencado de produtos majoritarios do artepelin C e do acido p-cumarico por
degradacéo forcada

Considerando-se que o periodo de exposi¢cdo dos padrdes por cinco dias
ao sol e a temperatura de 50°C era suficiente para a formagdo de produtos
degradacdo majoritarios, tais experimentos foram feitos em maior escala visando

obterem-se maiores quantidades dos produtos de degradacdo para serem
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posteriormente utilizados no desenvolvimento e validacdo do método em
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia de Fase Reversa e também nos ensaios

biolégicos.

3.2.2 Degradacéao for¢cada do artepelin C e do acido p-cumarico

Para obtencdo dos produtos de degradacdo majoritarios, os padrdes de
artepelin C e de acido p-cumarico foram submetidos a degradacao forcada por
exposicdo a luz solar: 200 mg de cada composto foram solubilizados em 100 mL
de AcOEt em frascos hermeticamente fechados e expostos ao sol pelo periodo
de cinco dias. A mesma quantidade de artepelin C, nesta mesma concentracao,
foi exposta ao calor (50°C) em estufa de circulacao de ar pelo mesmo periodo. O
acido p-cumarico, como ndo sofreu degradacdo significativa por exposicdo ao
calor por 30 dias, ndo foi submetido a este experimento em maior escala.

Apo6s degradacdo forcada do artepelin C e do &cido p-cumérico, seus
produtos de degradacdo majoritarios foram isolados por Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia semipreparativa.

3.2.3 Isolamento dos produtos de degradacdo majoritarios obtidos
por degradacdo forcada do artepelin C e do acido p-cumarico por
exposicéao ao sol

Foram obtidos um produto de degradacdo majoritario do artepelin C e um
do &cido p-cumarico por exposicao ao sol. Estes produtos foram isolados por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia de Fase Reversa (CLAE-FR)
semipreparativa.

Para isolamento do produto de degradacdo do &cido p-cumarico foi
selecionada como fase estacionéria a coluna Kromasil® C18- 250 mm x 10 mm-
5 um e como fase movel o gradiente de metanol e 4gua acidificada (0,1% de
acido férmico) (Tabela 4), com tempo total de eluicdo de 26 min. Em cada
eluicdo, foram injetados 50 pL de amostra solubilizada em metanol- grau HPLC
na concentracdo de 200 mg/mL. A vazao de fase movel utilizada foi 4,6 mL/min.
Neste método o acido p-cumarico possui tempo de retencdo de 8.5 min. e seu

produto de degradacédo 10.5 min.
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Tabela 4. Método para isolamento do produto de degradacdo do &cido p-
cumarico apos cinco dias ao sol
Solvente (%)

Agua Acidificada

Tempo (min)

Metanol com 0,1% de acido
féormico
0 25 75
20 50 50
22 50 50
24 25 75
26 25 75

Para isolamento do produto de degradacédo do artepelin C foi empregada a
mesma coluna cromatografica como fase estacionaria, porém, como fase mével
0 solvente orgéanico foi substituido por acetonitrila, visto que a resolucédo nao foi
satisfatoria utlizando-se metanol. Além disso, foram adicionados modificadores
de fase moével a agua, sendo estes metanol (5%) e acido formico (0,4%) a fim de
melhorar a separacdo cromatografica. O modo de eluicdo selecionado foi
gradiente (tabela 5), com tempo total de eluicdo de 67 min. O volume de injecéo,
concentracdo da amostra e vazao da fase movel foram os mesmos utilizados
para isolamento do produto de degradacao do acido p-cuméarico. Neste método o
artepelin C e seu produto de degradacao possuem tempos de retencao de 36.0 e

36.6 min, respectivamente.

Tabela 5. Método utilizado para isolar o produto de degradacao majoritario
do artepelin C obtido ap6s cinco dias de exposi¢cao ao sol
Solvente (%)

Agua Acidificada
com 0,4% de acido

Tempo (min)

Acetonitrila f6rmMico+5% de
metanol
0 20 80
60 95 5
63 95 5
65 20 80

67 20 80
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3.2.4 Isolamento dos produtos de degradacdo majoritarios por

degradacéo forcada do artepelin C por exposi¢éo ao calor

Da degradacéao forcada do artepelin C por exposicdo ao calor (50°C) foram
obtidos trés compostos e, como estes estavam em uma mistura menos complexa
em comparacao ao produto de degradacao do artepelin C por degradacéo solar,
o tempo de eluicdo do método de isolamento péde ser menor, sendo este de 26
min. Como fase estacionaria também foi utilizada a coluna Kromasil mencionada
na subsecao anterior e como fase movel utilizaram-se acetonitrila como solvente
organico e agua+0,4% de &cido férmico+5% de metanol como fase aquosa
(Tabela 6). O volume de injecao foi de 50 uL para cada separacdao (amostra na
concentragdo de 200 mg/mL) e vazdo de 4,6 mL/min. Os trés produtos de
degradacdo e o artepelin C possuem tempos de retencdo de 7,5; 8,5; 17,8 e

11,4, respectivamente.

Tabela 6. Método empregado no isolamento dos produtos de degradacao
do artepelin C obtidos apés cinco dias na estuda a 50 °C
Solvente (%)
Agua Acidificada
com 0,4% de acido

Tempo (min)

Acetonitrila t6rmico+5% de
metanol
0 55 45
20 82 18
22 82 18
24 55 45
26 55 45

ApOs o isolamento dos produtos de degradacdo, todos eles (ambos
obtidos por degradacao do acido p-cumarico e do artepelin C por exposi¢cdo ao
sol e do artepelin C por exposicdo ao calor) foram analisados por RMN de 'H
(500 MHz) e C (125 MHz), além de RMN bidimensional (HSQC, HMBC) em
espectrometro Bruker® para a determinacéo estrutural destes compostos. Ainda,
foram analisados por injecdo direta em espectrdbmetro de massas Thermo

™ —

Scientific Exactive Plus Orbitrap ™ "electrospray- (H-ESI 1) nos modos positivo e

negativo de ionizagdo em modo full scan com m/z entre 120-1200.



19

3.3 Desenvolvimento e validacdo de método em CLAE de Fase Reversa
para quantificacdo do artepelin C, &cido p-cuméarico e seus produtos de

degradacéao

3.3.1 Desenvolvimento do método

O método inicialmente utilizado para analisar o extrato de propolis e seus
compostos isolados artepelin C e acido p-cumérico (Machado et al., 2012) néo
apresentou boa resolucao cromatografica para diversos dos produtos de degradacao
no extrato de propolis utilizando-se 0 método descrito por Sousa et al (2007). Este
também nao forneceu seletividade para alguns dos compostos de interesse, porém
percebeu-se que o uso de acetonitrila como solvente organico ao invés de metanol
resultava em melhor separacdo dos compostos de degradagcdo na propolis verde.
Entdo, diferentes gradientes de acetonitrila e agua acidificada foram avaliados
guanto a seletividade cromatografica em extratos de propolis. Modificadores de fase
movel, como acido féormico e isopropanol também foram investigados quanto a
melhora dos parametros cromatograficos. Finalmente, selecionou-se como fase
movel o gradiente descrito na tabela 7, sendo B acetronitrila + 2% de isopropanol e
A: dgua + 0.4% de &cido férmico + 5% de metanol + 2% de isopropanol.
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Tabela 7. Método desenvolvido para analise de artepelin C, &cido p-cumarico
e seus produtos de degradacdo majoritarios no extrato de propolis verde

Solvente (%)
Agua Acidificada

. com 0,4% de acido
Acetonitrila + 0

Tempo (min) 206 de formico+5% de
: metanol+2% de
iIsopropanol (B) .

isopropanol

(A)

0 20 80
3 20 80
4 25 75
15 25 75
20 45 55
40 45 55
45 60 40
68,83 80 20
70 20 80
80 20 80

O equipamento empregado para estas analises foi o cromatografo de fase
liqguida de alta eficiéncia da Waters ®, com bomba binaria, injetor automatico,
detector de arranjo de diodos e software Empower para obtencdo dos dados. O
volume de injecao selecionado foi 15 pL, vazdo de fase moével 1 mL/min e coluna
cromatografica Phenomenex LUNA 5 ym C18- 100, 250 X 4,6 mm com pré-coluna
C18 4 X 3,0 mm.

3.3.2 Validagdo do método

Nos experimentos de validagdo, os seguintes parametros foram avaliados:
seletividade, linearidade, precisdo, exatiddo, recuperacdo e robustez. Todos os
experimentos foram feitos em triplicata e todos os padroes e amostras foram
solubilizados em metanol grau HPLC.

Para tais experimentos, foram seguidos os manuais disponibilizados pelo ICH
(2005) e pela ANVISA (2003; 2017).
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3.3.2.1 Seletividade

Como o método analitico foi desenvolvido em Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia de Fase Reversa utilizando detector de arranjo de Diiodos (DAD), a
seletividade foi avaliada considerando a pureza cromatogréafica do sinal do analito no
comprimento de onda de 300 nm e, ainda, considerando o espectro de ultravioleta
dos picos cromatograficos correspondentes aos analitos no inicio, meio e final do
pico.

A seletividade também foi estabelecida de acordo com a eficiéncia de
separacdo entre os picos cromatograficos (resolucdo), que foi medida através da
equacdo Rs=2(dR2-dR1)/(wb2+wb1), sendo Rs = 1,25 suficiente para fins
guantitativos, considerando que, quando Rs=1,0 ha somente 2% de sobreposicao
guando as concentragbes dos dois compostos séo iguais. Rs acima de 1,5 indica
separacdo completa de duas bandas cromatograficas (Collins et al., 2006).

Como padrao interno foi selecionado o veratraldeido, considerando que tal
composto absorve em comprimento de onda de 300 nm, seu tempo de retencéo é
diferente do tempo de retencdo dos analitos e dos outros compostos presentes no
extrato de prépolis verde. A concentracdo de padrao interno utilizado nas analises foi
determinada como 25 pg/mL.

Também foram considerados os tempos de retencdo dos compostos de
interesse e o0s tempos de retencdo relativos destes (tr do analito/tr do padrdo

interno).

3.3.2.2 Linearidade

Apos avaliacdo a seletividade do meétodo, foram preparadas diferentes
solugcbes dos padrées em cinco concentracdes e analisadas pelo método
desenvolvido.

As solucbes foram preparadas em triplicata a partir da diluicdo de trés
diferentes solucdes estoques dos padrdes, seguidas por adicdo do padréo interno a
25 pg/mL. Todas as solucdes foram preparadas em metanol grau HPLC.

Para determinacdo das concentracbes dos padres nas curvas analiticas
foram consideradas as faixas de trabalho de cada composto e a linearidade das
respostas. As concentragdes das solucdes de artepelin C foram 3,6; 6,0; 24; 60 e 90
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ug/mL, do ART2 e ART4 foram 6,0; 15; 42; 60 e 90 ug/mL e do ART1, ART3, acido
p-cumarico e seu produto de degradacdo (AC-1) 6,0; 24; 60; 90 e 105 ug/mL. O
preparo das solucdes foi realizado conforme descrito nas figuras 5,6 e 7.

A partir dos dados obtidos destas curvas foi possivel obter-se o valor do
coeficiente angular da reta, que deve ser estatisticamente diferente de zero para ser
considerado significativo (ANVISA, 2017) e do valor dos coeficientes de correlacao
(r) e de determinacéo (r?) obtidos, que avaliam a linearidade do método. A ANVISA
(2017) considera aceitavel valores de coeficientes de correlagdo acima de 0,999.

As equacbes das retas, que permitem o calculo das concentracdes dos
padrées também foram obtidas, sendo estimadas a partir do método dos minimos
guadrados. Obtiveram-se também as representacbes graficas de cada curva
analitica, que mostram a reposta analitica obtida em funcdo da concentracdo do
analito.

Além disso, para confirmacédo da homocedasticidade dos dados, o grafico de
disperséo dos residuos e seus valores maximos e minimos também foram obtidos.

As curvas analiticas, os dados obtidos e andlises estatisticas foram feitas

utilizando-se o software Statistica ®.
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3.000 ug de Artepelin C
Solugado de Solucs ~
Padrdo interno olugac-mae

10 mL de meOH

500 pg/mL 300 pg/mL

250 uL

1500 pL 1000 pL 400pL 100 plL 6ulL

90 pg/mL g0 pg/mL 24 pg/mL 6 ug/mL 3,6 ug/mL
Volume total  yoyme total Volume total Volume total Volume total
5 mL 5 mL 5 mL 5 mL 5 mL

Figura 5. Preparo das solu¢c6es empregadas na confeccao da curva analitica
do artepelin C
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Solugao de
Padrao interno

(31

Solugao-m

3.000 pg de ART2
GJ 3.000 pig de ART4

10 mL de 10 10 10mL de MeOH de meOH

500 500 500ug/mL pg/mL 300 300 300ug/mL pg/mL

250 250yL

1500 plL 1000 pL 700 pL 250 puL 100 pL

90 pg/mL 750 125 L 15 pg/mL 250 L
Volume total 515 ) 60 ug/mL244 uL 42 pg/mL  Volume total 237 uL 6 pg/mL
5mL Volume total Volume total 5 mL Volume total
5mL 5mL 5mL

Figura 6. Preparo das solu¢gdes empregadas na confecgcéo das curvas
analiticas do ART2 e ART4
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[3]]

o g 3.000 g de ART1
Padrao

3.000 pg de acido p-cumarico
3.000 pg de AC-1

10 mL de meOH

500 pg/mL 300 pg/mL

250 pL

1750 uL 1500 pL 1000 pL 400puL 100 pL

105 pg/mL 90 pg/mL 60 pg/mL 24 pg/mL 6 ug/mL
Volume total Volume total Volume total Volume total Volume total
5 mL 5 mL 5mL 5 mL 5 mL

Figura 7. Preparo das solu¢gdes empregadas na confecgcéo das curvas
analiticas do ART1, ART2, acido p-cumérico e AC-1.

3.3.2.3 Limites de deteccao e quantificacéo

Através da curva analitica, utilizando-se o ponto de interseccdo dos eixos,

guando x=0, e a inclinagéo da curva, pode-se calcular uma estimativa dos limites de
LQ =

respectivamente, sendo IC a inclinagcdo da curva analitica e ¢ 0 desvio padrédo do

3,3x0
IC

10*xo

deteccdo e quantificacdo através das equacdes: LD = o

intercepto com o eixo Y de trés curvas analiticas.
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Tendo o objetivo de se confirmar tais limites, foram construidas novas curvas
analiticas contendo cinco pontos abaixo da menor concentracdo das curvas
analiticas, sendo estes 6,0; 3,6; 2,4; 1,2 e 0,36 (figura 8). Para se avaliarem os
limites de quantificacdo, foram consideradas as menores concentracfes de cada
composto que podem ser calculadas com preciséo e exatiddo. Para os limites de
deteccdo, as menores concentracdes de cada analito que podem ser distinguidas da
linha de base.

Solugao de 3.000 pg de cada padrao:
Padrao interno Solugéo—méeJ ART1, ART2, ART3, ART4, Artepelin C
Acido p-cumarico e AC-1

10 mL de meOH

500 pg/mL 300 pg/mL
250 pL 400pL
Solugao de

Padrao interno

24 ug/mL
Volume total
5 mL

N
500 pg/mL \
1250 pL 750 pL 250 pL 125 puL
187,5 pL PI 212 plL PI 237 pL Pl 244 plL Pl
L] L] ]
1 1
6,0 ug/mL 3,6 ug/mL 1,2 pug/mL 0,6 ng/mL 0,36 ug/mL
Volume total  Volume total Volume total Volume total Volume total
5 mL 5 mL 5 mL 5 mL 5 mL

Figura 8. Preparo das solu¢bes empregadas para se avaliarem os limites de
deteccado e quantificacdo do artepelin C, do acido p-cumarico e de seus produtos de
degradacédo ART1, ART2, ART3, ART4 e AC-1.
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3.3.2.4 Precisao e Exatidao

A precisdo do método foi avaliada através da repetitividade dos resultados
das analises dos padrdes em trés diferentes concentracdes dentro da faixa linear de
trabalho, sendo estas nos niveis alto (60 ug/mL), médio (42 ug/mL para o artepelin C
e ART2; e 24 ug/mL para os outros compostos) e baixo (6 ng/mL).

Para medir-se a precisdo foram consideradas a proximidade entre o Desvio
Padrdo Relativo (DPR) dos resultados obtidos de trés andlises realizadas no mesmo
dia para a precisao intra-dias e em trés dias consecutivos para a precisao inter-dias
(ou precisao intermediaria). Os resultados das analises levaram em conta a razéo da
area do pico cromatografico de cada padrdo e da area do pico cromatografico do
padrao interno a 25 pg/mL.

As solucdes para avaliacdo da precisao foram preparadas conforme a figura

3.000 pg de artepelin C 3.000 ug de ART1

3.000 pg de ART2 B 3.000 pg de ART3

SOLUG?O de Solucéo-méeJ SOLUGE.]O de Solugéo—méeJ 3.000 pig de ART4
Padrdo interno Padrdo interno 3.000 pig de acido p-cumarico

3.000 pg de AC-1

10 mL de meOH 10 mL de meOH

500 pg/mL 300 pg/mL 500 pg/mL 300 pg/mL

1000 pL 700uL 100 pL 1000 pL 400puL 100 pL

60 pg/mL 42 pg/mL 6 pg/mL 60 pg/mL 24 ug/mL 6 ng/mL
Volume total Volume total Volume total Volume total Volume total Volume total
5mL 5 mL 5mL 5mL 5 mL 5mL

Figura 9. Preparo das soluc¢des para os ensaios de precisdo do método
analitico
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As mesmas solugbes utilizadas nos experimentos de precisdo foram
empregadas para se avaliar a exatiddo do método analitico. Foram comparados os
valores tedricos e reais das concentracfes e calculou-se a exatiddo do método nos

niveis alto, médio e baixo da faixa linear de trabalho.

3.3.2.5 Recuperacéao

Em virtude do uso de um método de extracdo para obterem-se as amostras
de extrato de propolis verde que foram utilizadas nos estudos de estabilidade, foi
avaliada também a recuperacdo deste método: para isso, 100 uL de solu¢cbes dos
padrées a 105, 60 e 30 pug/mL (niveis alto, médio e baixo, respectivamente) foram
adicionados a 2.5 mg de propolis verde bruta pulverizada.

Apos, o solvente foi evaporado e, entdo 1 mL de uma solucdo metandlica de
padrdo interno na concentracdo de 25 pg/mL foi adicionada a prépolis bruta e a
amostra foi deixada em maceracdo por 1 h a temperatura ambiente. Filtrou-se o
extrato metanodlico. Tal processo foi repetido trés vezes, seguido por analise
utilizando-se o método analitico desenvolvido em CLAE de fase reversa (figura 10).

As concentracdes das amostras foram comparadas a concentracdo do
controle (extrato de propolis verde sem adicdo dos padrbes) e calculou-se a

porcentagem de recuperacao em relacdo a concentracao tedrica.



NiVEL ALTO NiVEL MEDIO

NIVEL BAIXO
O | O
450 uL I 450 uL 450 uL
L 1000 pL A 1000 pL 1000 pL "
105 pg/mL padroesx J 60 ng/ml padmesx / 30 pg/mL padroesx /
25 pg/mLPI 500 ug/mL 25 pg/mLPI 500 Mg/mL 25 ug/mL Pl 500 pg/mL

10,5 pg/mL 6 pg/mL 3 pg/ml
25 pg/mLPI 25 pg/mL Pl 25 pg/mLP!
Vtotal 10 mL Vtotal 10 mL

Vtotal 10 mL

3x1mL l 3x1mL
O
-

3x1mL 3x1mL

3x1mL

3x1mL l 3x1mL
|
S

|
I

o—n
=
o—n
=

N~
2,5 mg de prépolis 2,5 mg de prépolis 2,5 mg de prépolis 2,5 mg de prdpolis 2,5 mgde propolis 2,5 mg de propolis 5 5 e de prépolis 2,5 mg de prépolis 2,5 mg de prépolis
Volume total Volume total Volume total Volume total Volume total Volume total Volume total Volume total Volume total
3mL 3mL 3mL 3mL 3mL 3mlL 3mL 3mL 3mL

Figura 10. Preparo das solucdes para avaliacdo da recuperagdo do método
de extracdo nos niveis alto, médio e baixo.

3.3.2.6 Robustez

Para avaliagcdo da robustez do método, o design de Plackett—Burman foi
selecionado. Através dele, € possivel se avaliarem pequenas variagcdes em relacao
aos fatores determinados em niveis de (+1) e (-1), sendo os valores desses limites
individualizados (Heyden et al, 2001; Moreira et al., 2013).

Os fatores e niveis investigados no teste de robustez e a tabela contendo o
esquema do Design experimental de Plackett—Burman para sete fatores e oito
experimentos estdo nas tabelas 8 e 9, respectivamente. Os célculos do efeito de
cada fator, tanto em relacdo ao tempo de retencao relativo (trr), quanto em relagéo a

razdo entre area do padrdo e area do padrao interno foram feitos através da

n/zzy S 0 coeficiente de variagdo em porcentagem também foi

~ +)— -
equacdo: Ex = 2XH-2y(0)
calculado para melhor interpretagcdo dos efeitos. Estes experimentos foram
executados em trés diferentes concentragdes: em nivel alto, intermediario e baixo da

curva analitica, sendo estes em 6, 42 e 90 pg/mL.
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Tabela 8. Fatores e niveis investigados nos experimentos de robustez do método

Fatores Abreviacdo Unidades Limites Nivel Nivel Nominal
1) (#1)
Comprimento de A nm 5 295 305 300
onda do detector
Temperatura Temp. °C +5 25 35 30
da coluna
Volume de Inj. pL +05 145 155 15
amostra
injetado
Vazao da Vaz. mL/min  £0.05 0.95 1.05 1.0
fase movel

Tabela 9. Condi¢des dos experimentos de robustez do método

Fatores Resposta
Exper. n° A Temp. Inj. Vaz. y
1 +1 +1 +1 -1 yl
2 -1 +1 +1 +1 y2
3 -1 -1 +1 +1 y3
4 +1 -1 -1 +1 y4
5 -1 +1 -1 -1 y5
6 +1 -1 +1 -1 y6
7 +1 +1 -1 +1 y7
8 -1 -1 -1 -1 y8

3.4 Ensaios de estabilidade do artepelin C e do &cido p-cumarico

3.4.1 Determinacdao dos principais fatores responsaveis pela degradacao

do artepelin C e do acido p-cumaérico

Inicialmente, avaliaram-se os efeitos de luz, temperatura e oxigénio do ar na
degradacéo do artepelin C e do acido p-cumarico através de Design Experimental de
Box, Hunter & Hunter.

Os fatores foram avaliados em dois niveis, sendo estes presenca ou
auséncia, exceto para temperatura (nivel alto: 40 °C, nivel baixo: -18 °C). O Design
foi obtido com auxilio do software Statistica® verséo 8.0.

Em cada experimento, 50 ug de cada composto isolado foram colocados em
frascos de vidro transparente e armazenados segundo as condicbes de luz,

temperatura e oxigénio determinadas pelo Design experimental (tabela 10). Os
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experimentos foram executados em quatro lotes, sendo estes em tempos de 7, 14,
21 e 30 dias.

Para incubacdo dos compostos nas condicOes especificadas para cada
experimento, os frasquinhos de vidro contendo as amostras foram colocados em
recipientes feitos de aluminio, redondos e com altura de 15 cm com total vedacéo. A
lampada utilizada foi uma luz fria (luz do dia) da marca Taschibra® LED 500 lumens,
6W 6500K, eficiéncia luminosa 83 Im/W. Nos experimentos sem a presenca de
oxigénio do ar, foi adicionado nitrogénio a cada frasquinho, que foram entdo
fechados com tampa de aluminio e selados com parafina. Todos os experimentos
foram feitos em triplicata.

As amostras foram analisadas pelo método validado, que foi empregado para
quantificacdo do artepelin C, do acido p-cuméarico e dos produtos de degradacédo

isolados anteriormente.

Tabela 10. Design Experimental de Box, Hunter & Hunter para trés fatores
Experimento Luz Temperatura Oxigénio

1 -1 -1 -1
2 1 -1 -1
3 -1 1 -1
4 1 1 -1
5 -1 -1 1
6 1 -1 1
7 -1 1 1
8 1 1 1

3.4.2 Otimizacao das condi¢cdes de armazenamento do artepelin C, do

acido p-cumarico e da propolis verde

Apoés a determinacdo dos fatores responsaveis pela degradacao do artepelin
C e do acido p-cumérico, com o objetivo de se estabelecer a condi¢cdo otima de
armazenamento da propolis verde, foi empregado outro Design experimental, o
Central rotacionado (Central Composite Design). Foram selecionados dois fatores
experimentais, sendo estes a temperatura (X;) € o tempo (X5).

Para se estabelecer o numero de experimentos (N), o Design Experimental
Central Rotacionado utiliza a equacao N = 2k(k — 1) + C,, onde k corresponde ao

namero de fatores e Co ao numero de pontos centrais. Portanto, um total de 10
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experimentos foram conduzidos em um unico bloco. X; e X, foram avaliados nos
niveis baixo, médio e alto, sendo estes -10, 20 e 40°C, respectivamente, para X;; e
10, 20 e 30 dias, respectivamente, para X,. Além disso, dois “star points” foram
avaliados para cada fator (-a. e +o, com rotatabilidade 1,414 (Arruda et al., 2019)),
sendo estes -20 °C e 50 °C para X; e 6 e 34 dias para X,. O puro erro foi
determinado utilizando-se quatro replicatas.

De acordo com Albuquerque et al (2017), a equagéo polinomial de segunda
ordem Y = By + X Bixi + X Buxi> + X Bijxix; explica a metodologia de superficie
de resposta dos Designs experimentais, onde Y corresponde a resposta e Bo, Bi, Bii €
Bij aos coeficientes nos modelos constante, linear e quadratico; e as interagdes entre
os coeficientes, respectivamente. Xi e Xj representam as variaveis independentes.

As equacbes e outros parametros estatisticos, como o coeficiente de
determinacao (R) e a adequagado ao modelo pelas analises de falta de ajuste (“lack
of fit”) foram obtidos através do software Statistica ®. Para a determinagdao da
melhor condicdo de armazenamento e transporte, foi utilizada a funcdo de
desejabilidade no Statistica ®: as concentracdes de artepelin C e de acido p-
cumarico variaram de indesejaveis (0,0) a desejaveis (1,0), sendo estas as menores
e maiores concentracdes experimentais, respectivamente.

Nestes experimentos, as amostras (ambos 0s compostos puros e a propolis
bruta) foram protegidas da luz e avaliadas quanto a sua estabilidade expondo-se 50
ug dos compostos puros e 2,5 mg de propolis as condi¢cdes determinadas em cada
experimento (tabela 11). Apés, a propolis verde foi submetida ao processo extrativo
descrito na subsecédo de recuperacdo. As amostras foram entdo analisadas pelo

método desenvolvido e validado em CLAE de fase reversa.

Tabela 11. Design Experimental Central rotacionado para dois fatores em trés niveis
Temperatura (°C) Tempo

1 -10 10
2 -10 30
3 40 10
4 40 30
5 -20 20
6 50 20
7 15 6
8 15 34
9(C) 15 20

10 (C) 15 20
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3.4.3 Estabilidade Prolongada

ApoGs estabelecidas as condicBes 6timas de transporte e armazenamento do
artepelin C e acido p-cumarico puros e na propolis verde, verificou-se se estas
condi¢cbes eram também oOtimas a longo prazo. Para tanto, 50 ug de cada composto
puro e 2,5 mg de propolis foram colocados em pequenos frascos de vidro,
protegidos da luz com papel aluminio e armazenados em freezer com temperatura
aproximada de -10°C pelos periodos de 1, 2, 3, 4, 5 e 6 meses.

Entdo, a prépolis foi submetida a extracado previamente descrita e analisada
pelo método desenvolvido e validado em CLAE-FR. As amostras contendo o0s
compostos puros também foram analisadas. Foi quantificada entdo a porcentagem
de perda durante tal periodo.

3.5 Ensaios biolégicos

Os ensaios de atividade antimicrobiana, citotoxica e antiparasitaria foram
realizados na Universidade de Franca em colaboragdo com o Prof® Dr. Carlos
Henrique Gomes Martins, com a Prof2 Dra. Raquel Alves dos Santos e com a Prof?
Dra. Lizandra Guidi Magalhaes, respectivamente.

Os micro-organismos utilizados foram bactérias bucais, sendo estas S.
mutans, S. mitis, S. sobrinus, S. sanguinis, S. salivarius, L. casei e E. faecalis; os
parasitas promastigotas e amastigotas de Leishmania amazonensis
(MHOM/BR/PHS8) e as linhagens celulares AGP-01, He-La e CHO-K1 (experimentos

realizados com células entre a 32 e 82 passagens).

3.5.1 Atividade antimicrobiana

Os micro-organismos empregados nestes estudos pertencem a
“American Type Culture Collection” (ATCC) e foram mantidos sob criopreservacgéo a
-80 °C na colecdo do Laboratério de Microbiologia Aplicada (LaPeMA) na

Universidade de Franca.
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Foi avaliada a atividade antibacteriana contra 0os micro-organismos bucais
Streptococcus mutans ATCC 25275, Streptococcus sobrinus ATCC 33478,
Streptococcus mitis ATCC 49456, Lactobacillus casei ATCC 11578, Streptococcus
salivarius ATCC 25975, Streptococcus sanguinis ATCC 10556 e Enterococcus
faecalis ATCC 4082. Para tanto, foram efetuados ensaios que avaliam a
concentracéo inibitéria minima (CIM) e concentragdo bactericida minima (CBM).

A metodologia empregada é baseada em manuais do CLSI 2007 e 2009 e foi
descrita por Bardaji et al. (2016). Para determinacdo da concentracdo inibitoria
minima foi utilizado o método de microdiluicio em microplaca e para a preparacao
dos indculos e realizacdo dos ensaios foram utilizadas bactérias de crescimento de
24 h em meio BHI (Brain Heart Infusion). Os in6culos foram padronizados em 5 x 10°
Unidades Formadoras de Col6nica (UFC)/mL.

Para tais estudos, as amostras foram dissolvidas em dimetilsulfoxido (1,6 mg
de cada composto em 40 uL de DMSO) e caldo BHI (960 uL). A concentracdo de
DMSO no meio foi igual a 4% e esta mesma solu¢cdo de meio + DMSO a 4% foi
utilizada como controle negativo.

Apos a preparacdo do meio contendo as amostras a serem testadas, com
uma alca de platina estéril, as culturas de bactérias foram transferidas para tubos
com 10 mL de solucdo salina estéril. Com o objetivo de se obter a concentracdo de
micro-organismos 5 x 10° UFC/mL, padronizou-se a suspensdo através da
comparacao da turbidade desta com um tubo de uma solu¢cdo com turbidez 0,5 na
escala de Mc Farland (0,1 mL de BaCl, 1% + 9,9 mL de H,SO, a 1%. Entdo, as
suspensdes de bactérias foram diluidas para se obter uma concentracao final de
inéculo 5 x 10° UFC/mL.

Em microplacas foram depositados 100 uL de caldo BHI contendo o in6culo e
100 uL das solugbes dos compostos a serem testados. Foram feitas diluicbes
seriadas, obtendo-se os compostos em concentragdes entre 400 e 0,195 pg/mL,
com o volume final de 100 pL em cada poco. Dicloroidrato de clorexidina foi utilizado
como controle positivo e somente o meio + solvente como controle negativo para a
avaliagcdo das culturas bacterianas. Foram realizados os controles de esterilidade do
caldo, das amostras e dos padrdes, bem como os controles de crescimento das

culturas. As placas foram incubadas a 37 °C em estufa bacteriol6gica por 24 h.
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ApGs o tempo de incubacgéo foram adicionados 30 pL de resazurina em cada
poco, na concentragdo de 0,02% em solucdo aquosa. Para a realizacao da leitura
observou-se a mudanca de coloracdo da mesma através de uma reacdo de
oxireducdo. Neste ensaio também foi determinado o efeito bactericida ou
bacteriostatico das amostras, retirando-se uma aliquota de cada poc¢o antes da

adicéo da resazurina e incubando-se novamente em meio BHI por mais 24 h.
3.5.1 Atividade antiparasitéaria

3.5.1.1 Atividade leishmanicida contra as formas promastigotas de

Leishmania amazonensis

3.5.1.1.1 Triagem da atividade leishmanicida contra promastigotas de L.

amazonensis

Inicialmente foi feita uma triagem com o extrato de propolis verde, artepelin C,
acido p-cumarico e compostos de degradacdo majoritarios. A concentracdo das
amostras utilizada na triagem foi 50 uM para os compostos isolados e 50 ug/mL para
o extrato de propolis verde.

Nestes ensaios, as formas promastigotas de L. amazonensis foram cultivadas
em meio RPMI 1640 (Gibco) enriqguecido com 10% de soro bovino fetal (Cutilab) e
1% de penicilina 10.000 Ul/mL + estreptomicina 10 mg/mL (Cutilab), de pH igual a
7,4 a 25 °C em estufa BOD (Quimis) durante cinco dias, no qual inicia-se a fase
estacionaria. Apés este periodo, 1 x 10° parasitas foram adicionados aos pocinhos
de placa de 96 pocos contendo 0 meio de cultura.

Para avaliacéo do efeito leishmanicida das amostras, estas foram dissolvidas
em dimetilsulféxido (DMSO) e adicionadas nas concentragdes de 50 uM ou 50
ug/mL aos pocinhos que continham os parasitas. As placas de 96 pocos foram
incubadas por 24 h a 25 °C em estufa BOD (Quimis) e a inibicdo do crescimento dos
parasitas foi avaliada através da contagem de parasitas vivos por contagem em
camara de Neubauer (Global Glass), considerando-se a motilidade flagelar.
Anfotericina B (Eurofarma) a 1 pug/mL foi utilizada como controle positivo e 0 meio
RPMI 1640 + 0,1% de DMSO como controle negativo.
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Os resultados foram expressos em porcentagem de lise em comparagdo ao
controle negativo. As amostras que demonstraram porcentagem de lise acima de

50% foram utilizadas nos experimentos seguintes.

3.5.1.1.2 Determinacgao da concentracgao inibitoria de 50% (Clso) das

formas promastigotas de L. amazonensis

As amostras que inibiram mais de 50% dos parasitas vivos na triagem da
atividade leishmanicida contra as formas promatigotas foram avaliadas em menores
concentragdes: os parasitas foram cultivados como descrito na se¢ao anterior e por
volta de 1 x 10° promastigotas foram adicionadas aos pocinhos de placas de 96
pocos. As amostras, dissolvidas em DMSO, foram adicionadas aos po¢os em cinco
diferentes concentragbes, sendo estas 50; 25; 12,5; 6,25 e 3,12 uM por diluicdo
seriada.

As placas de 96 pocos contendo as amostras e parasitas foram entéo
incubadas por 24 h a 25 °C em estufa BOD (Quimis) e apds, a quantidade de
parasitas vivos foi determinada como feito na triagem, por contagem em camara de
Neubauer considerando-se a motilidade flagelar. Anfotericina B (Eurofarma) a 1
ug/mL foi utilizada como controle positivo e 0 meio RPMI 1640 + 0,1% de DMSO
como controle negativo. Assim como na triagem, os resultados foram apresentados
como a porcentagem de lise em comparacdo com o controle negativo. Os
experimentos foram feitos em triplicata.

As concentracoes que foram capazes de inibir 50% do crescimento dos
parasitas (Clsg) foram determinadas através de curvas de regressdo nao-linear

obtidas pelo software GraphPad Prism 5.0.

3.5.1.2 Avaliagéo in vitro contra as formas amastigotas de Leishmania

amazonensis

ApoOs avaliagdo do efeito das amostras em formas promastigotas de
Leishmania amazonensis, 0s compostos que demonstraram efeito significativo foram
também testados contra as formas amastigotas, que sao as formas intracelulares

deste parasita.
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Entdo, primeiramente cultivaram-se promatigotas de L. amazonensis: 5 x10°
promastigotas foram incubadas por 24 h a 33 °C em estufa BOD (Quimis). Estas
foram cultivadas em 10 mL de meio RPMI 1640 (Gibco) enriquecido com 10% de
Soro Bovino Fetal (SBF) e 1% de penicilina 10.000 Ul/mL+ estreptomicina (10
mg/mL) em pH &cido (5,5).

Para a obtencéo de células de macréfagos, 500 uL de tioglicolato de sédio 3%
(Biolog) foram administrados a camundongos Balb/c intraperitonealmente. Apos 72
h, 5 mL de tampéo fosfato salina gelado foram utilizados para lavar o peritdnio
destes animais. A suspenséao de células obtida foi centrifugada em tubo Eppendorf a
1000 rpm durante 10 min a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e ao precipitado
foram adicionados o meio RPMI 1640 gelado (10 mL) enriquecido com soro bovino
fetal (10%) e penicilina 10.000 Ul/mL+ estreptomicida 10 mg/mL .

Em seguida, 2 x 10°> macréfagos/mL foram adicionados aos pocinhos de placa
de 24 pocos que continham laminulas de formato circular (13 mm) e meio RPMI
1640 enriquecido. Os macréfagos foram incubados por 24 h a 37 °C com atmosfera
de 5% de CO,. Entdo, 2 x 10° promastigotas/mL foram adicionadas aos pocos que
continham os macréfagos e reincubadas por mais 4 h a 37 °C com atmosfera de CO,
a 5%.

As células de L. amazonensis que ndo foram capazes de infectar os
macréfagos foram removidas e novo meio de cultura foi acrescentado aos pocos. As
amostras (artepelin C, ART4, acido p-cumérico e AC-1) foram adicionadas aos
pocos nas concentracdes de 50; 25; 12,5; 6,25 e 3,12 uM. Como controle positivo foi
utilizada a anfotericina B a 1 ug/mL e como controle negativo o meio RPMI1640 com
1% de DMSO. As placas contendo as células infectadas e as amostras foram
incubadas por 48 h a 37 °C e 5% de CO..

As laminulas foram fixadas com metanol e coradas com Giemsa. Contou-se 0
namero de amastigotas em 100 células aleatérias de cada laminula e, através de
comparagao com 0s controles positivo e negativo, determinou-se a porcentagem de
morte. Foram realizados trés experimentos independentes em duplicata.

Determinou-se o Clsp através de curvas de regressdo nao-linear utilizando-se
o software GraphPad Prism 5.0.
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3.5.2 Atividade citot6xica

3.5.2.1 Ensaios de viabilidade celular

Para os ensaios de avaliacdo da atividade citotoxica das amostras foram
empregadas as linhagens AGP-01, HeLa e CHO-K1, sendo as duas primeiras
linhagens de células tumorais (células gastricas e cervicais, respectivamente) e a
tltima de células normais (células de ovario de hamster chinés). Os experimentos
foram feitos com células entre a terceira e oitava passagens. As células foram
adquiridas do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ) e armazenadas em
nitrogénio liquido até o uso.

Dois dias antes dos ensaios, 3x 10° células foram tratadas com 0.15% tripsina
e 0.08% EDTA em tampéao fosfato salino (PBS) e transferidas para frascos de cultura
de células contendo 5 mL de meio, sendo este 0 meio DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium Salts) completo suplementado com mistura de nutrientes F10 (1:1),
soro bovino fetal (10%), penicilina e estreptomicina a 100 pug/mL. O cultivo foi feito a
37 °C em atmosfera de CO; a 5%.

Entdo, as células foram transferidas para placas de 96 pocos e cultivadas nas
mesmas condi¢des por mais um dia. O meio foi removido dos pogos e as amostras,
apos dissolvidas no meio + DMSO (0.1%) a 100, 10, 1 e 0.6 uM, foram adicionadas
a cada poco, em triplicata. Como controle positivo, foi empregado DMSO a 10% e
como controle negativo o meio de cultura.

Apos 24 h de incubacdo, foi realizada coloracdo das células com
sulforrodamina B: removeu-se o0 meio dos pocinhos e fixaram-se as células com 50
uL de &cido tricloroacético a 10% a temperatura de 4 °C por uma hora. Entdo, as
células foram lavadas cinco vezes com agua destilada e secas.

Foram adicionados 50 pL de uma solucdo de sulforrodamina B (0.4% em
acido aceético 0.1% em agua) a cada poco e as placas foram incubadas por 30 min.
Apés lavagem com &acido acético 1%, 150 uL de tampdo Tris (10 mM) foram
adicionados a cada poco e passados 15 min, a absorbancia foi medida em leitor de
ELISA (Bio-Tek FL-600 Microplate Fluorescence Reader) a 550 nm.

Foi também utilizado o software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad software,

USA) para calculo dos valores de ICsp.
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3.5.2.2 Ensaios de Sobrevivéncia clonogénica

Além dos ensaios de citotoxidade, foram realizados também os de
sobrevivéncia clonogénica do artepelin C e ART4 utilizando-se a linhagem celular de
cancer gastrico AGP-01.

Empregou-se o protocolo descrito por Cunha et al (2016): 500 células foram
transferidas para placas de seis pocos contendo 3 mL de meio de cultura completo.
As células foram incubadas por 4 h.

Posteriormente, os compostos foram adicionados aos pocinhos contendo as
células nas concentracdes de 30, 15 e 7,5 uM (Artepelin C) e 20, 10 e 5 uM (ART4)
e estas foram reincubadas por mais 24 h. Entdo, o meio foi substituido por um novo
e as placas foram incubadas por 10 dias a 37 °C, 5% de CO..

As colbnias de células foram fixadas com metanol, &cido acético e agua na
proporcao de 1:1:8 (v/v/v) e coradas com Giemsa 5% em tampéo fosfato Sorensen
(pH 6.8). Estas foram entdo comparadas ao controle negativo pelo teste T,
considerando-se estatisticamente os tratamentos com valores de p < 0,05.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Isolamento do artepelin C

Apos o fracionamento do extrato diclorometanico da prépolis verde por
cromatografia em coluna aberta, conforme descrito em materiais e métodos, as
fracbes com perfis cromatogréaficos semelhantes, conforme observado nas analises
por cromatografia em camada delgada, foram reunidas. As fracdes, nas quais se
observou a presenca de artepelin C, foram também analisadas por CLAE de fase
reversa utilizando-se o método descrito por Machado et al (2012).

A massa de cada fracdo esta descrita na tabela 12 e os cromatogramas do
padrao de artepelin C e das fragbes de 1 a 8 em 275 nm nas figuras 11, 13, 14, 16,
18, 20, 22, 24 e 25, respectivamente. Além de se compararem 0s tempos de
retencdo, compararam-se também os espectros de UV dos compostos presentes

nas fragcbes com tempo de retencdo semelhante ao do padréo auténtico.
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Tabela 12. Reunido das fracbes com perfis cromatograficos semelhantes e
suas respectivas massas

Fracdes finais Fracdes iniciais Massa (g.)
reunidas
1 1-14 4,09
2 15-19 5,09
3 20-26 4,56
4 27-31 1,86
5 32-40 1,20
6 41-47 0,87
7 48-65 2,14
8 66-104 6,41
9 105-143 9,57
10 144-149 0,75
11 150-189 9,83
12 190-209 2,51
13 210-234 3,02
14 235-236 2,38
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Figura 11. Cromatograma do padrdo auténtico de artepelin C em 275 nm obtido por
analise por CLAE-FR
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Figura 13. Cromatograma da fracao finall obtido através de analise por CLAE-FR a

275 nm
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Figura 14. Cromatograma dafracao final 2 obtido através da analise desta por CLAE
de fase reversa a 257 nm
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Figura 15. Espectro de UV do composto prémsente na fragéo final 2 e eluido em 64.85
min.
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Figura 17. Espectro de UV do composto prémsente na fracao final 3 e eluido em 64.85

min.
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Figura 19. Espectro de UV do compostg presente na fracao final 4 eluido apos 64.86

min.
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Figura 21. Espectro de UV do composto prémsente na fracao final 5 eluido apés 65.05

min.
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Figura 22. Cromatograma da fragédo final 6 obtida através de analise por CLAE de
fase reversa a 275 nm
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Figura 23. Espectro de UV do composton?oresente na fracao final 6 eluido apds 65.19
min.
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Figura 24. Cromatograma da fragédo final 7 obtido através de analise por CLAE de
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Figura 25. Cromatograma da fragédo final 8 obtida através de analise por CLAE de
fase reversa a 275 nm

Entdo, conforme observado nos cromatogramas, fracdes ricas em artepelin C
(fracOes 2 e 3) foram selecionadas para isolamento do artepelin C por CLAE semi-
preparativa. Considerando-se que tais fracdes contém majoritariamente artepelin C e
gue estas contém uma consideravel massa (9,65 @), isolou-se 1,6 g. de artepelin C
destas através de CLAE semipreparativo.

Para confirmar a identidade do composto isolado, além de se comparar com 0
tempo de retencdo e espectro de UV por CLAE-DAD do padrdao auténtico, foi
utilizada também Ressonancia Magnética Nuclear de *H (figura 25 e tabela 14). Os
dados obtidos foram comparados aos publicados por Hattori et al (2011) e

confirmou-se que o composto isolado era de fato o artepelin C: os simpletos em



48

61.78 e 61.79 com integral igual a 6 cada correspondem aos hidrogénios metilicos
das prenilas, que est&o ligados aos carbonos 4’e 4”; 5’ e 57, respectivamente. Ja o
dupleto em 63.35 (J= 7,2 Hz- integral =4) é atribuido aos hidrogénios metilénicos
ligados aos carbonos 1’ e 1”. O tripleto aparente em 65.31 (J= 7,2 Hz) com integral
igual a 2 condiz com os hidrogénios vinilicos ligados aos carbonos 2’ e 2”. Em
relagdo aos hidrogénios ligados aos carbonos 2 e 6 do anel aromético, estes
refletem no simpleto em 57.20 (integral=2). Por fim, devido aos hidrogénios vinilicos
ligados aos carbonos 7 e 8, ha os sinais em 87.70 e 66.29, respectivamente. Estes
hidrogénios estdo em trans entre si, como mostra a constante de acoplamento entre
eles (J=15,9).
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4.2 Obtencéao, isolamento e identificagcdo dos produtos de degradacao

4.2.1 Produtos de degradacao do artepelin C

4.2.1.1 Degradacgéo do artepelin C por exposic¢éo ao sol

Primeiramente, para se determinar qual o tempo de exposi¢do do artepelin C
ao sol para que se obtivesse uma quantidade significativa de produto(s) de
degradacdo, o artepelin C, como descrito em material e métodos, foi solubilizado em
acetato de etila e exposto ao sol por 20 dias; e a cada cinco dias uma aliquota era
retirada e analisada por CLAE.

Conforme observado nos cromatogramas (figuras 27 a 30), apos cinco dias
de exposicao ao sol formaram-se alguns produtos de degradacéo do artepelin C em
maior concentracao (artepelin C possui tempo de retencdo de 64.8 min no método
utilizado). Apos este periodo, os produtos de degradacédo, assim como o artepelin C,
continuaram se degradado e ap6s 20 dias, o artepelin C ndo era mais detectado na
amostra e diversos produtos de degrada¢cdo minoritarios foram observados.

Portanto, selecionou-se o tempo de cinco dias de exposicdo ao sol para se
obterem quantidades significativas dos derivados de degradacéo do artepelin C a

serem isolados.
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Figura 27. Cromatograma da amostra de artepelin C ap0s cinco dias de
exposicao ao sol
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Figura 28. Cromatograma da amostra de artepelin C apds 10 dias de
exposicao ao sol
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Figura 29. Cromatograma da amostra de artepelin C apés 15 dias de
exposicao ao sol

0.041

o]
<002

0007
L L L DL B Y N L B

|
0.00 500 10.00 15.00 2000 500 3000 35.00 40,00 45,00 50.00 55.00 60.00 65.00 7000 75.00
Minutes

Figura 30. Cromatograma da amostra de artepelin C apos 20 dias de
exposicao ao sol

A proxima etapa foi o isolamento destes compostos: tendo em vista que os
produtos possuem polaridade muito semelhante a de seus compostos de origem e
gue, ao se empregar metanol como solvente organico da fase mével, ndo se
obteveram resultados satisfatérios na separacdo de diversos compostos presentes
na amostra, desenvolveu-se um método em CLAE de fase reversa em escala
analitica utilizando-se como fase movel acetonitrila, agua e modificadores de fase

movel (&cido férmico, isopropanol e metanol).
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Assim que um método com resolugdo suficiente para isolamento dos produtos
de degradacdo majoritarios foi obtido (conforme pode ser observado no
cromatograma presente na figura 31), optou-se por isola-los com o auxilio de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia semipreparativa. Para isto, o método
analitico teve sua vazdo aumentada para 4,6 mL/min, conforme o “Scale up” do
manual da coluna semipreparativa utilizada neste caso (Kromasil® C18- 250 mm x
10 mm- 5 ym).

De cada 100 mg de artepelin C, ap0s cinco dias de exposicéo, foi possivel a
obtencdo de quatro diferentes compostos (tabela 7). Devido a obtencdo de pouca
massa e baixa pureza dos compostos 1 a 3, somente o composto 4 foi enviado para
ser analisado por RMN unidimensional e bidimensional ( *H, *C, COSY, HSQC e

HMBC) e por Espectrometria de massas de Alta Resolucéo (injecdo direta).

Tabela 13. Compostos isolados ap0s cinco dias de exposicéo do artepelin C

ao sol
Composto Tempo de retencéao Massa (mg)
(minutos)
1 29 1
2 30 0,4
3 31 2,6
4 37 7,3
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2.60
2407
2.207
2.00
1.804
1.609
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Figura 31. Cromatograma da analise por CLAE da amostra de artepelin C
apos exposicao ao sol por 5 dias
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Ao se analisar o resultado destes experimentos, foi possivel concluir que a
Unica modificacdo significativa que ocorreu no artepelin C para dar origem a este
composto foi a sua isomerizag&o, obtendo-se o diasteroisomero cis: a constante de
acoplamento entre os hidrogénios ligados aos carbonos 7 e 8 € igual a 12.8, sendo
gue no artepelin C esta constante era igual a 15.9, ou seja, houve uma mudancga no
angulo diedro entre estes hidrogénios (espectros de *H e *C- figuras 31 e 32). Na
tabela 14 constam os sinais, seus respectivos carbonos e hidrogénios ligados a eles,
assim como a atribuicdo destes sinais.

Para se confirmar a estrutura quimica deste composto, compararam-se
também os espectros de massas em ambos modos positivo e negativo: conforme
observado nas figuras 33 a 36, 0s espectros de tais amostras sdo muito
semelhantes. Os espectros das figuras 33 (artepelin C) e 35 (ART4) — modo
negativo- mostram que ha um sinal de razdo massa/carga da massa do artepelin C
menos a massa de um hidrogénio (m/z 299,16) e 0 mesmo acontece nos espectros
de massas no modo positivo (figuras 34 e 36), onde hd um sinal com razao
massa/carga da massa do artepelin C menos a massa de um hidrogénio (m/z

301,18). A estrutura quimica do ART4 se encontra na figura 35.
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Tabela 14. Dados de RMN de *H e de **C do artepelin C e ART4

Posicdo do atomo & 'H (J em Hz) §'™H (J em §13C 813C
Artepelin C Hz) Artepelin  Artepelin
cis Artepelin C C
C cis trans
trans
1 - - 126,7 126,5
2 74s 7,2s 135,0 135,2
3 - - 130,8 128,5
4 - - 154,3 155,5
5 - - 130,8 128,5
6 74s 72s 135,0 135,2
7 6,9 d (12,8) 7,69 (15,6) 146,2 147,5
8 5,8d (12,8) 6,29 (15,6) 115,4 114,1
9 - - 170,7 172,1
1 3,33d (7,15) 3,35d 29,5 29,6
(7.2)
2 5,31 1(7,2) 5,31t(7,2) 121,6 121,4
3’ - - 127,6 127,8
4 1,76 s 1,78 s 17,7 18,0
5’ 1,76 s 1,79 s 25,6 25,9
17 3,33d (7,2) 3,35d 29,5 29,6
(7.2)
27 5,31 1(7,2) 5,31t(7,2) 121,6 121,4
3" - - 127,6 127,8
4” 1,76 s 1,78 s 17,7 18.0

5" 1,76s 1,79s 25,6 25.9
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Figura 34. Espectro de massas do artepelin C no modo de anélise negativo
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4.2.1.2 Degradacéo do artepelin C por exposicao ao calor

ApGs exposicéo do artepelin C ao calor (50 °C) em estufa de circulagéo de ar
por cinco dias e isolamento dos produtos de degradacdo majoritarios, foram obtidos
entre 3 e 4% dos compostos ART 1, 2 e 3. Todos eles foram analisados por
Ressonancia Magnética Nuclear de 'H, '°C, HSQC e HMBC (tabela 15); e
espectroscopia de massas de alta resolucdo. Os dados obtidos foram comparados
aos descritos na literatura (Tazawa et al., 1998).

Estes compostos foram identificados como o acido (E)-3-[2,3-diidro-2-(1-
metiletil)-7-prenil-5-benzofuranil] 2-propenoico (ART1), acido (E)-3-(2,2-dimetil-3,4-
diidro-3-hidroxi-8-prenil-2H-1-benzopiran-6-il) 2-propenoico (ART2) e acido 3-[2-
dimetil-8-(3-metil-2-butenil) benzopiran]-6-propenoico (ART3) (Figura 35). Os

rendimentos destes compostos foram 3,2; 3,9 e 3,9, respectivamente.

6

7
5 1 \ )
4
2 9
HO' HO o

3

Ac.cuMm cis

ART 3 ART 4

Figura 38. Estruturas quimicas do ART1, ART2, ART3, ART4 e AC-1



Tabela 15. Dados de RMN de H e *C do ART1, ART2 e ART3

ART1 ART2 ART3
Posicd §13C &'H(J Posicdo §¥C  §'H Posicdo §C  §'H(Jem
odo em Hz) do (J em do Hz)
atomo atomo Hz) atomo
9 171,78 - 9 171,82 - 9 171,95 -
4 160,20 - 4 153,27 - 4 153,27 -
7 147,41  7,70d 7 147,10 7,68 7 147,15 7,69 d
(15,85) d(16) (15,9)
3 133,35 - 3 132,82 - 3 132,69 -
2 129,68 7,14 (s) 5 130,74 - 2” 131,06 5,66 d (9,8)
3 127,83 - 2 128,60 7,12s 5 129,91 -
1 127,36 - 6 127,82 7,19s 2 129,81 7,05d (1,7)
5 123,65 - 1 126,42 - 1 126,34 -
6 122,47 7,24 (s) 2 122,00 5,27 6 124,39 7,19d (1,7)
t(7,4)
2 121,49 5,29t 3 119,01 - 17 122,04 -
(7,0)
8 113,73 6,27 8 114,21 6,29 3 122,01 6,32d (9,8)
d(15,85) d(16)
2” 89,91 4,69 3” 77,57 - 2 121,04 5,28 t
t(8,9) (7,35)
3” 71,94 - 2” 69,63 3,84t 8 114,03 6,29 d
(5,31) (15,9)
17 30,51 3,19 17 31,48 3,09 3” 77,2 -
d(s,9) dd
(16,95
; 5,5)
2,80
dd
(16,45
; 4,5)
1’ 28,23 3,32 (m) 1’ 28,43 329t 47e5” 2823 1,44 s
(7,4)
5” 2590 1,34 (s) 4 2585 1,75s 1’ 28,07 3,27d
(7,38)
Y 25,78  1,75(s) 47 2515 1,33s 4 25,76 1,75s
47 24,11 1,21 (s) 5” 2223 1,37s 5 17,84 1,73s
5 17,86 1,73 (s) 5 17,87 1,72s

60
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Tendo em vista a confirmacdo das estruturas quimicas destes compostos,

além de se considerarem os dados de RMN, analisaram-se também o0s espectros de

massas do ART1 e ART2 em ambos modos positivo e negativo. Tais analises foram

feitas devido ao ART1 e ART2 serem isbmeros. Os espectros das figuras 42 a 44

mostram que as massas dos compostos de degradacdo corroboram as estruturas

quimicas propostas e os dad

0s de RMN.

Em relacdo ao ART1, ha um sinal de razdo massa/carga 315,16 no modo

negativo, o que corresponde a massa deste composto (316,17) menos a massa de

um hidrogénio. No modo positivo, h& a formagéo de um aduto com sodio. O mesmo

acontece com o ART2.
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A formacdo destes compostos ocorreu provavelmente devido a presenca de

carbonos insaturados, os quais podem sofrer auto-oxidacdo quando expostos ao ar,

geralmente por mecanismo radicalar através da formacdo de hidroperdxidos. A

reagdo tem inicio com a remogdo de um hidrogénio alilico, dando origem ao

respectivo radical e suas formas em ressonéancia. Estas séo capazes de reagir com

0 estado triplete do oxigénio, gerando radicais peroxil. Entdo, apds a remocao do

atomo de hidrogénio, sdo formados hidroperdoxidos, que podem dar origem a

compostos secundarios oxidados (Skold et al., 2004)
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Considerando-se estas informacdes, propds-se 0 mecanismo de degradacao
presente na figura 46, no qual ocorre a formacgao de derivados furanico e piranico do
artepelin C. Um hidroperoxido terciario da origem a um epoéxido, que sofre entdo o
ataque de um grupo hidroxilico em um dos carbonos formadores do epoxido,
gerando os produtos de degradacdo ART1 e ART2. A partir da desidratacdo do
ART2, o composto ART3 pode ser formado. Tais reagfes sao, aparentemente,
dependentes da temperatura.

ART1 e ART2 possuem um carbono assimétrico cada e séao, provavelmente,
a mistura de seus enantiomeros, pois estes foram obtidos a partir de um processo de
degradacédo forcada, que, na maioria das vezes, ndo fornece compostos quirais
enantiomericamente puros. Porém, a partir da medida da rotacdo Optica destes
compostos, observou-se que pode haver um excesso enantiomérico do enantibmero
dextrogiro: [a]p?>: +3.9 (¢ 0.5, CHCI3) para ART 1 e ([o] p : +18.67 (c .0, CHCIls) para
ART 2).

OH OH

ART 1

Figura 49. Proposta de mecanismo para a formagao dos produtos de degradagao do
artepelin C por exposi¢cao deste composto ao calor
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4.2.2 Produto de degradacgao do &cido p-cumérico

Em relac@o ao principal produto de degradacdo do acido p-cumarico, a partir
de 200 mg do composto inicial, foi obtida uma massa de 51,2 mg de seu produto de
degradacdo majoritario. Este composto foi submetido a analises por Ressonancia
Magnética Nuclear de 'H, *C, HSQC e HMBC com o intuito de determinar sua
estrutura quimica. Assim como ocorreu com o0 artepelin C apds exposto ao sol, a
Unica modificacéo significativa que ocorreu no &cido p-cumarico provocada pela luz
solar foi a isomerizacdo entre o trans-acido p-cumarico em cis-acido p-cumarico.
Comparacdo com o espectro de 'H descrito na literatura por Yi et al. (2010),
verificou-se que os sinais correspondentes aos hidrogénios ligados aos carbonos
aromaticos 2 e 6 estavam presentes (6 7,5- J=8,7), assim como os hidrogénios
ligados aos carbonos 5 e 3 (6 6,7 — J= 8,7). J& os hidrogénios vinilicos ligados aos
carbonos 7 e 8 sofreram isomerizagdo de trans para cis: o sinal em 5 6,8 (J= 12,8)
corresponde ao primeiro destes, enquanto o sinal 6 5,75 (J=12,8) ao segundo, 0 que
mostra que estes hidrogénios sofreram uma ligeira blindagem ao ser alterado o
angulo diedro entre eles e, também devido & mudanca deste, os hidrogénios que
estdo em trans entre si no acido p-cumarico, estdo em cis em seu produto de
degradacdo. Os deslocamentos quimicos dos carbonos nestes compostos nédo
apresentam modifica¢es significativas, assim como entre o trans-artepelin C e o cis-
artepelin C. Os dados de RMN de *H e de **C podem ser observados na tabela 16;

0s espectros nas figuras 47 e 48 e a estrutura quimica do AC-1 na figura 35.
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Tabela 16. Dados de RMN de *H e de **C do &cido p-cumérico (Yi et al. 2010)

e do AC-1
Posicdo do atomo 8 'H (J em Hz) 8'H (J em §3C §1°C
Acido p-cumarico Hz) Acido p-  Acido p-
cis Acido p- cumaérico cumarico
cumarico cis trans
trans
1 - - 126,2 127,3
2 7,58 (8,7) 7,42 (8,6) 132,1 131,1
3 6,71 (8,7) 6,77 (8,6) 116,1 116,9
4 - - 158,2 161,1
5 6,71 (8,7) 6,77 (8,6) 116,1 116,9
6 7,58 (8,7) 7,42 (8,6) 132,1 131,1
7 6,79 (12,8) 7,56 (15,8) 142,2 146,6
8 5,75 (12,8) 6,25 (15,8) 1145 115,8
9 - - 169,0 171,2
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A exposicao do acido p-cumarico ao sol, assim como ocorreu com o artepelin
C, levou a formacéao de seu isbmero Z como produto de degradacdo majoritario. O
rendimento da conversdo de acido p-cumarico a AC-1 foi consideravelmente alto
(25,6%) em comparacao a do artepelin C a ART4 (7,3%). Uma das razdes é que 0
artepelin C se degrada em diversos outros compostos, enquanto o acido p-cumarico
gera somente um derivado.

De acordo com Metternich et al (2015) a (-)-riboflavina teve uma de suas
ligacdes duplas isomerizadas de E para Z quando o primeiro destes foi exposto a luz
UV, que emite ondas eletromagnéticas em comprimento de onda de 402 nm. Entéo,
0S autores propuseram que um mecanismo de reacao plausivel seria através da
formacdao de radicais como intermediarios.

Portanto, considerando-se que a luz do sol possui um espectro composto por
43% de ondas eletromagnéticas em comprimento de onda na regido do visivel (400-
700 nm) e 4% na regiao Ultra-violeta (320-400 nm) (Zhou et al., 2011), propds-se 0
mecanismo de reacdo da isomerizacdo E-Z do acido p-cumarico e do artepelin C
(figura 49).

OH

OH
OH

Acido p-cumérico: R=H

Artepelin C : Rgﬂ/\l/

Figura 52. Proposta de mecanismo de reacdo de converséo E-Z do acido
p-cumarico e artepelin C por exposicao solar

4.3 Desenvolvimento e validacdo de método analitico em CLAE-FR para
quantificacdo do artepelin C, acido p-cumarico e seus produtos de degradacéao

majoritarios em extrato de propolis

Para a quantificacdo do artepelin C, acido p-cumarico e dos seus produtos de
degradacdo majoritarios, um método em CLAE de fase reversa foi desenvolvido e
validado. O principal objetivo de se obter um método analitico confidvel era utiliza-lo
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para quantificacdo dos padrbes e seus principais produtos de degradacdo nos
experimentos de estabilidade.

Para se assegurar a confiabilidade deste método, foram avaliados os seguintes
parametros de validacdo: seletividade, linearidade, limite de deteccéo, limite de
quantificacdo, precisdo, exatiddo, robustez e recuperacdo do método de extracao.
Para todos os experimentos de validagéo, consideraram-se 0s manuais de validacao
da ANVISA(2017) e do ICH (2005).

4.3.1 Seletividade

Apos desenvolvimento e otimizacdo das condicbes cromatograficas
obtiveram-se os tempos de retencéo, espectros de UV e resolu¢des cromatograficas
(tabela 17). Os cromatogramas que mostram as analises dos padrdes puros e no
extrato metandlico de propolis em 300 nm se encontram nas figuras 50 e 51,
respectivamente. A resolucdo cromatografica foi calculada considerando-se a banda
subsequente a deste, exceto em relagéo ao ultimo composto no cromatograma.

Avaliando-se entdo estes parametros, pode ser observado que 0 método
possui seletividade para os padrées analisados, tanto no extrato de propolis, quanto
para os compostos isolados, pois a resolucdo cromatografica entre todas as bandas
de interesse apresenta Rs> 1,25, o que é suficiente para analises quantitativas
(Collins et al., 2006). Consequentemente, andlises qualitativas também podem ser
feitas de forma eficiente: o espectro de UV de cada banda cromatografica associado
ao tempo de retencao relativo dos padrdes indica a identidade destes compostos no

extrato de proépolis.
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Figura 53. Padrdes dos compostos alvo analisados pelo método cromatografico
desenvolvido: 1: acido p-cumarico; 2: AC-1; P.l.: veratraldeido; 3: ART-1; 4: ART-2;
5: artepelin C; 6: ART-4 e 8: ART-3.
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Figura 54. Extrato metandlico de propolis enriquecido com os padrdes dos
compostos-alvo

4.3.2 Linearidade

Para se avaliar a linearidade do método na faixa de trabalho determinada,
solucbes dos padrbes a cinco diferentes concentracbes foram analisadas pelo
método em CLAE-FR e uma curva analitica de cada padréo foi construida (figuras
52 a 58) e analisada estatisticamente pelo método dos minimos quadrados,
obtendo-se os valores dos coeficientes de correlacédo (R) e de determinacéo (R?), e
também a equacdo para calculo da concentracdo de cada composto.

Os valores de R de todas as curvas analiticas estdo acima de 0,999 (tabela
17), o que indica que ha linearidade, conforme estabelecido pela ANVISA (2017) e
pelo ICH (2005).

Para se estabelecerem os limites de deteccdo e quantificacdo, diferentes
solucBes dos padrdes foram preparadas em concentracées abaixo do menor ponto
da curva analitica e analisadas pelo método em CLAE-FR. O limite de detecc¢éo foi
considerado como a menor concentracdo que € possivel distinguir o pico
cromatografico do analito da linha de base. Ja o limite de quantificagdo, a menor
concentracdo na qual o método consegue quantificar a amostra com precisdo e
exatiddo, considerando-se o limite de 5%. Os limites de deteccdo e quantificagao
também foram comparados aos valores estimados obtidos. Como se pode observar
na tabela 18, os limites de deteccdo obtidos experimentalmente sdo muito proximos
aos valores estimados e o mesmo ocorre com os limites de quantificacdo obtidos
experimentalmente. Portanto, o método € capaz de quantificar amostras com

precisao e exatiddo mesmo em concentracdes baixas.
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Além disso, foram realizadas andalises dos residuos, confirmando-se a
homoscedasticidade dos dados (tabelas 19 e 20), uma vez que ndo ha tendéncia
dos valores de residuos. Também, as curvas analiticas ndo possuem falta de ajuste
‘lack of it” (p>0,05) (tabela 21) e seus coeficientes angulares sdo estatisticamente

diferentes de zero (p<0,05).

Tabela 17. Parametros cromatograficos, espectros de UV dos padrdes e
dados das curvas analiticas

Tempo Comp.
Tecrjnpo de de onda
Composto = retencdo Resolugdo Espectro de UV de Equacéo R? R
retencao . ~
. relativo absorcéo
(min.) "
(trr) maxima
Acido A 3103;  y=0,0193
p-cumérico 85 066 140 ?‘M\ 2072 +0d073x 09999 0.9999
ol 7 2972,  y=0,0138
_ QUUE 14, ]
AC-1 9,4 0,72 1,52 224.9 +0,0494x 0,9998 0,9999
(VeratrFa)\:deido) 131 1 ) w’/ / \\ gggg - - -
VU 309,1
323,4; _
ART1 36,4 2,79 1,55 239,0; y=0,0023 0,9989 0,9994
+0,0242x
2225
319,8; y=-
ART2 41,2 3,15 1,52 239,0; 0,0026+0, 0,9994 0,9997
2225 0412x
311,5; y=
Artepelin C 50,6 3,86 1,42 239,0; 0,0116+0, 0,9997 0,9998
222,5 0383x
i y=0,0037
ART-4 51,1 3,90 3,98 304,3 +0,0287x 0,9998 0,9999
275,8;
o y=0,0002
ART3 58,9 4,51 2,86 241,4; +0,0177x 0,9997 0,9998

319,8
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Tabela 18. Limites de deteccdo e quantificacdo das curvas analiticas dos
padrbes e seus produtos de degradacao majoritarios

Acido p-

- AC-1 ART1 ART2 Artepelin C ART4 ART3
cumarico
Est Exp Est Exp Est Exp Est Exp Est Exp Est Exp Est Exp
Limite de
detecgéo 0,35 0,34 0,35 0,38 1,32 0,35 0,80 0,31 0,9 0,38 0,68 0,36 1,21 0,36
(ng/mL)
Limite de
quantificacdo 1 g 1,2 1,11 06 401 01,2 2,42 12 290 06 206 1,2 3,68 06
(ng/mL)
12 T ;
Varil:Var2: y=0,0193 + 0,1073" r* = 0,9999 ‘
10
8
5]
4_
2_
0
0 20 40 60 80 100 120

Figura 55. Curva analitica do &cido p-cumarico
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Vari:Var2: y=-0,0026 + 0,0412%x; r = 0,9994 |

Figura 59. Curva analitica do artepelin C
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Tabela 19. Residuos das curvas analiticas do artepelin C, ART4, acido

p-cumérico e AC-1

Ponto Artepelin C ART4 Acido p-cumaérico AC-1
da Valor Valor ) Valor Valor . Valor Valor B Valor Valor 3
. Residuos . Residuos . Residuos ) Residuos
curva observado Predito observado Predito observado Predito observado Predito
11 0,248791 0,256690 -0,007899 0,110337 0,108193 0,002144 0,63443 0,62036 0,014067 0,327544 0,329964 -0,002420
12 0,243075 0,256690 -0,013616 0,111374 0,108193  0,003181 0,63461 0,62036  0,014244 0,330050 0,329964  0,000087
13 0,247647 0,256690 -0,009043 0,111750 0,108193  0,003557 0,64034 0,62036  0,019979 0,328908 0,329964 -0,001056
21 0,649328 0,624271 0,025056 0,181971 0,177862 0,004109 2,39699 2,42355 -0,026564 1,288727 1,278523 0,010204
22 0,650193 0,624271 0,025922 0,180779 0,177862 0,002917 2,38996 2,42355 -0,033593 1,297639 1,278523 0,019117
2.3 0,650630 0,624271 0,026359 0,185488 0,177862 0,007626 2,39108 2,42355 -0,032469 1,303136  1,273582 0,029554
31 1,730841 1,727014 0,003827 0,688215 0,700378 -0,012163 5,99469 6,02993 -0,035235 3,150806 3,175640 -0,024834
3.2 1,672334 1,727014 -0,054680 0,682078 0,700378 -0,018300 6,10032 6,02993 0,070398 3,129936 3,175640 -0,045704
33 1,726258 1,727014 -0,000757 0,685654 0,700378 -0,014723 6,06118 6,02993  0,031250 3,155764 3,175640 -0,019876
4.1 2,432894 2,462176 -0,029282 1,745125 1,745410 -0,000285 9,03798 9,03524  0,002744 4,738768 4,756571 -0,017804
4.2 2,475406 2,462176  0,013230 1,760122 1,745410 0,014712 8,99159 9,03524 -0,043653 4,725779  4,756571 -0,030793
4.3 2,453023 2,462176 -0,009153 1,763790 1,745410 0,018380 9,05837 9,03524  0,023135 4,780671 4,756571  0,024100
5.1 3,694809 3,687446  0,007363 2,622186 2,616270  0,005916 10,56002 10,53790  0,022128 5,5672993 5,547037  0,025956
5.2 3,715184 3,687446  0,027738 2,634742 2,616270  0,018472 10,53675 10,53790 -0,001145 5,534461 5,547037 -0,012577
5.3 3,682379 3,687446 -0,005067 2,580727 2,616270 -0,035543 10,51261 10,53790 -0,025286 5,593084 5,547037 0,046047
Os pontos da curva de 1 a 5 se referem as concentrag8es, sendo estas da mais baixa (1) a mais alta (5). Os nimeros apds o0s
pontos da curva se referem as replicatas, sendo estas de 1 a 3.
Tabela 20. Residuos das curvas analiticas do ART1, ART2 e ART3
ART1 ART2 ART3
Ponto da curva Valor Valor Valor Valor Valor Valor
. Residuos . Residuos . Residuos
observado Predito observado Predito observado Predito
11 0,145439 0,142550 0,002889 0,200244 0,211856 -0,011612 0,111036 0,106222 0,004814
1.2 0,153862 0,142550 0,011312 0,203476 0,211856 -0,008380 0,115082 0,106222 0,008860
13 0,154903 0,142550 0,012352 0,204196 0,211856 -0,007659 0,119879 0,106222 0,013656
2.1 0,564383 0,563230 0,001153 0,558440 0,533549 0,024892 0,417973 0,424272 -0,006299
2.2 0,557131 0,563230 -0,006099 0,553231 0,533549 0,019683 0,421058 0,424272 -0,003214
2.3 0,564028 0,563230 0,000798 0,552284 0,533549 0,018736 0,414590 0,424272 -0,009682
31 1,387014 1,404589 -0,017575 1,516208 1,498628 0,017580 1,053598 1,060372 -0,006774
3.2 1,393368 1,404589 -0,011221 1,496910 1,498628 -0,001718 1,052754 1,060372 -0,007618
33 1,409276 1,404589 0,004687 1,473989 1,498628 -0,024639 1,053806 1,060372 -0,006565
4.1 2,023956 2,105722 -0,081766 2,074747 2,142015 -0,067268 1,591858 1,590455 0,001403
4.2 2,101517 2,105722 -0,004205 2,164339 2,142015 0,022324 1,589585 1,590455 -0,000869
4.3 2,111173 2,105722 0,005450 2,120149 2,142015 -0,021866 1,576064 1,590455 -0,014391
5.1 2,455305 2,456288 -0,000984 3,212724 3,214325 -0,001602 1,886802 1,855496 0,031306
5.2 2,529045 2,456288 0,072757 3,213573 3,214325 -0,000752 1,861860 1,855496 0,006364
5.3 2,466741 2,456288 0,010453 3,256606 3,214325 0,042281 1,844505 1,855496 -0,010991

Os pontos da curva de 1 a 5 se referem as concentrag@es, sendo estas da mais baixa (1) a mais alta (5). Os niumeros apds o0s
pontos da curva se referem as replicatas, sendo estas de 1 a 3.
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Tabela 21. Valores de p das analises de falta de ajuste “lack of fit” das curvas

analiticas
Falta de o
) Acido .
ajuste . AC-1 ART1 ART2 Artepelin C ART4 ART3
p-cumarico
“lack of fit"
0,19 0,07 0,18 0,18 0,06 0,16 0,12
Valor de p

4.3.3 Precisao e Exatidao

A exatiddo do método (tabela 22), em todas as analises, se encontrou acima
de 97,9%, exceto para o artepelin C no nivel baixo, o qual demonstrou exatidao igual
a 94,51%. Esses dados mostram que, conforme os manuais da ANVISA (2017) e do
ICH (2005) o método é capaz de fornecer resultados exatos, ou seja, 0s valores de
concentracdo calculados séo satisfatoriamente préximos dos valores reais.

Em relagdo a precisdo (tabela 22), tanto os dados da precisdo intra dias
quanto da precisdo inter dias demonstram que o desvio padrdo relativo das
respostas foram menores que 5% para todos os padrées, ou seja, houve pouca
variacdo entre os resultados, o que indica que o método possui boa repetibilidade.

Portanto, de acordo com a ANVISA (2017) e com o ICH (2005) o método € preciso e

exato.
Tabela 22. Dados de preciséo e exatiddo do método

Nivel Acido AC-1 Artepelin C ART1 ART2 ART3 ART4

p-cumarico
Exatiddo

Alto 100,49 98,86 100,16 98,64 99,40 99,30 100,77
Médio 98,55 101,87 99,00 100,47 98,35 98,68 97,99
Baixo 101,40 99,40 94,51 108,85 98,80 109,55 102,22

Preciséo (Intra dias) DR%

Alto 0,88 0,43 0,87 0,82 2,11 0,05 0,45
Médio 0,16 0,56 1,90 0,73 1,41 0,77 0,52
Baixo 0,53 0,38 1,23 3,43 1,04 3,84 0,34

Preciséo (Inter dias) DR%

Alto 0,71 0,32 1,11 1,72 1,64 0,17 0,45

Médio 0,13 0,87 1,52 0,61 2,60 0,74 0,38

Baixo 0,45 0,58 1,53 2,50 0,83 2,73 1,62
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A precisdo e exatiddo das cinco solugbes preparadas em concentracdes
abaixo do menor ponto da curva analitica também foram determinadas, uma vez que
através destes parametros se determinou o limite de quantificacdo dos padrdes. O
acido p-cumarico nas concentracdes de 0,36 e 0,6 ndo possui exatiddo acima de
95%, portanto seu limite de quantificacdo € 1,2 ug/mL. O mesmo ocorre com 0
ART1, ART2 e ART4, sendo também 1,2 ug/mL o limite de quantificacdo destes
compostos. J& 0 AC-1, artepelin C e ART3 ndo possuem exatiddo acima de 95% a
0,36 ug/mL, sendo entédo 0,6 ug/mL o limite de quantificacdo de tais compostos.

Todos os padrées em todas as concentracbes avaliadas (de 0,36 a 6,0
ug/mL) possuem precisdo inter e intra dias, pois o Desvio Padrdo Relativo em

porcentagem das analises foram todos abaixo de 5%.

Tabela 23. Preciséo e exatidao dos padrdes nas concentragdes de 0,36 a 6,0 pg/mL

Concentragéo Acido Artepelin
¢ p- AC-1 P ARTL  ART2  ART3  ART4
(mg/mL) - C
cumarico
Exatiddo
0,36 82,30 89,61 85,70 100,09 82,977 86,05 80,97
0,6 91,18 97,17 94,56 78,96 87,99 95,88 91,41
1,2 109,91 107,55 108,85 107,31 108,28 110,58 111,87
3,6 101,14 99,26 99,26 101,84 103,72 98,19 100,68
6,0 99,37 99,96 99,24 99,12 98,76 100,12 99,72
Precisédo (Intra dias) DR%
0,36 0,93 2,06 1,28 1,99 1,27 0,38 0,99
0,6 0,66 0,29 0,40 1,90 0,92 2,63 1,70
1,2 0,94 0,45 2,13 0,94 0,14 0,86 1,13
3,6 0,35 0,94 0,93 0,53 1,29 0,40 0,68
6,0 0,53 0,38 1,23 3,43 1,04 3,84 0,34
Preciséo (Inter dias) DR%

0,36 0,67 1,85 1,10 1,54 1,93 0,37 1,24
0,6 0,47 0,51 1,12 1,70 1,16 2,38 1,40
1,2 0,77 0,38 1,59 1,07 0,52 1,07 0,92
3,6 0,46 0,77 1,21 0,49 1,02 0,38 0,54

6,0 0,45 0,58 1,53 2,45 0,83 2,73 1,62
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4.3.4 Recuperacgéo

O método de extracdo utilizado se mostrou adequado, uma vez que atraves
deste foi possivel extrair mais de 86% do AC-1 e mais de 90% dos outros padrdes
nos niveis alto, médio e baixo (tabela 24). Os ensaios de recuperacdo permitem
avaliar quanto de cada padrdo o método de extracdo € capaz de recuperar da
matriz, que neste caso € a propolis verde bruta. Através destes resultados € possivel
se determinar também a exatiddo do método de extracdo. Considerando-se que a
porcentagem de extracdo foi satisfatéria e que o desvio padrdao relativo em
porcentagem foi abaixo de 5%, conforme a ANVISA (2017), o método de extracdo se

mostrou adequado.

Tabela 24. Recuperacdo do método de extracao

Recuperacéo do

Padrao Nivel Método de Extracéo (%) DP (%)
Alto 99,31 1,38
Acido p-cumaérico Médio 97,69 2,36
Baixo 100,13 0,85
Alto 91,09 0,53
AC-1 Médio 92,06 0,93
Baixo 86,36 1,14
Alto 100,63 1,47
ART1 Médio 100,75 0,86
Baixo 102,86 0,38
Alto 97,55 0,94
ART2 Médio 94,94 0,31
Baixo 91,60 0,85
Alto 97,94 0,83
Artepelin C Médio 98,03 0,77
Baixo 96,96 0,69
Alto 99,75 1,38
ART4 Médio 98,63 0,25
Baixo 96,95 0,94
Alto 101,01 0,48
ART3 Médio 114,03 1,17

Baixo 105,39 0,07
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4.3.5 Robustez

Em relacdo a robustez do método, esta também foi avaliada em trés niveis:
alto, médio e baixo, considerando-se o comprimento de onda do detector, a
temperatura do forno, o volume de injecéo e a vazdo da fase movel.

Na maioria dos experimentos levando-se em conta a concentragcdo (area do
padrao/area do padréo interno), o coeficiente de variacdo nao foi significativamente
alto, se encontrando entre -6,4 e 9,98%, sendo a temperatura do forno o fator que
mais provocou alteracdes (desvios entre -17,6 e 9,98%). Tal fator provocou
alteracdes de 17,6% na concentracdo do ART 2 no nivel alto (tabela 25). Estas
variacfes estdo entre os niveis aceitaveis (variacbes de até 20%) (Moreira et al.,
2013; Souza et al.,, 2013) e o0 método em questdo pode ser considerado robusto.
Entretanto, para que ndo ocorram erros de quantificagéo, principalmente do ART2, a
temperatura do forno deve ser ajustada adequadamente. No que diz respeito aos
outros fatores, estes suscitaram variacdes abaixo ou por volta de 10%.

Os tempos de retencao relativos ndo sofreram variacGes significativas de

seus valores nominais (todas estéo abaixo de 5%) (tabela 25).
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Tabela 25. Robustez do método cromatogréafico

Nivel Baixo Nivel Médio Nivel alto

Concentragao Trr Concentragao Trr Concentragao Trr

Acido p-cumarico

Resposta CV% CV% Resposta CV% CV% Resposta CV% CV%
A -0,04 -6,75 0,10 -0,26 -6,04 0,04 -0,53 -5,00 0,07
Temp 0,00 0,42 -0,95 -0,06 -1,46 -1,08 -0,41 -3,87 -0,98
Vinj -0,02 -3,14 0,01 -0,06 -1,51 0,07 -0,45 -4,21 0,09
Vazéao 0,05 8,56 0,65 0,32 7,34 0,67 0,21 1,95 0,70
AC-1
A -0,02 -6,51 0,09 -0,17 -7,54 0,05 -0,02 -0,38 0,03
Temp 0,00 1,17 -0,95 -0,05 -2,24 -1,03 -0,55 -10,83 -0,95
Vinj -0,01 -1,75 0,02 -0,03 -1,36 0,09 -0,23 -4,50 0,11
Vazao 0,02 4,95 0,67 0,12 4,94 0,67 0,22 4,43 0,77
ART 1
A -0,01 -5,4 0,12 0,00 0,34 0,12 -0,03 -1,38 0,22
Temp -0,01 -9,70 3,81 -0,09 -9,38 4,02 -0,17 -7,67 3,99
Vinj -0,01 -7,30 3,19 -0,03 -3,35 -0,55 -0,10 -4,65 -0,47
Vazéo 0,01 7,48 -0,86 -0,04 -3,89 3,07 0,14 6,26 3,31
ART 2
A 0,00 1,20 0,10 0,02 1,22 0,06 -0,09 -2,78 0,23
Temp -0,02 -11,11 2,93 -0,09 -6,42 3,14 -0,58 -17,59 3,06
Vinj -0,01 -2,82 -0,12 -0,04 -2,93 -0,47 -0,19 -5,84 -0,42
Vazéao -0,01 -4,67 2,77 -0,02 -1,09 2,65 0,28 8,56 2,87
ARTEPELIN C
A -0,01 -2,76 0,11 -0,04 -2,19 0,18 -0,34 -8,82 0,12
Temp 0,01 5,12 531 -0,01 -0,80 5,45 -0,38 -9,98 5,55
Vinj -0,00 -1,04 -0,24 -0,01 -0,72 -0,58 -0,24 -6,20 -0,41
Vazao 0,02 9,47 5,97 0,09 5,16 5,84 0,12 3,19 6,18
ART 4
A -0,01 -5,17 0,11 -0,01 -0,51 0,16 -0,19 -7,21 0,09
Temp -0,01 -6,84 5,10 -0,10 -8,69 5,23 -0,27 -10,04 5,35
Vinj 0,00 -1,32 -0,22 -0,07 -6,11 -0,57 -0,15 -5,58 -0,38
Vazao 0,00 -0,26 5,93 -0,05 -4,78 5,80 0,08 2,96 6,14
ART 3
A 0,01 5,50 0,09 0,01 1,05 0,15 -0,01 -0,99 0,04
Temp 0,00 -1,92 4,87 0,01 1,01 5,02 -0,15 -9,71 5,14
Vinj 0,00 -2,77 -0,19 0,03 4,13 -0,52 0,00 -0,19 -0,33
Vazéo 0,00 -1,16 5,91 0,04 6,81 5,78 0,09 6,18 6,13

4.4 Estabilidade do artepelin C e do acido p-cumarico

4.4.1 Determinacao dos principais fatores responsaveis pela degradacéo

do artepelin C e do acido p-cumarico

Apés o desenvolvimento e validacdo do método analitico, foram feitos os

experimentos de estabilidade do artepelin C e do acido p-cumarico. Estes foram
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executados em quatro tempos diferentes, sendo estes em 7, 24, 21 e 30 dias para
se determinarem quais 0s principais fatores que afetam significativamente a
concentragdo destes compostos com o passar do tempo.

Para tais experimentos utilizou-se o “Full Factorial Design” (planejamento
fatorial completo) para se definirem as condicdes experimentais de cada
experimento. Para processamento dos resultados, empregou-se 0 modelo de
interacdo entre dois fatores, ja que os valores de R, que indicam o ajuste dos dados
ao modelo matematico, foram maiores do que 0,95 em todos os experimentos. Nos
experimentos sem a presencga do oxigénio do ar, as amostras foram armazenadas
em nitrogénio.

Considerando significativos valores de p abaixo de 0,05 (obtidos por analise
de variancias por ANOVA), a presenca de luz, altas temperaturas (40 °C), oxigénio
do ar e a combinacdo destes fatores ndo afetaram a concentracdo de acido p-
cumarico. Porém, ap6s 30 dias de exposicdo deste composto a luz + alta
temperatura, aproximadamente 15% de seu contetdo sofreram degradacéo (tabela
26, figuras 60 e 62).

Em relagdo ao artepelin C, ambos a combinagao de luz e temperatura e estes
fatores separadamente influenciaram de forma significativa a concentracdo deste
composto. Apés sete dias de exposicao a luz, 22,5% de seu conteddo sofreram
degradacédo e, apés 14,21 e 30 dias, 52,9; 54,9 e 88,5% de seu contetdo foram
perdidos, respectivamente (tabela 26). Da mesma forma, a presenca de luz a
temperatura de 40 °C provocou degradacdo de 94,0; 98,9; 98,6 e 98,1% apos
7,14,21 e 30 dias, respectivamente (tabela 26, figura 59 e figura 61), 0 que mostra
gue em um curto periodo de tempo, quase todo o artepelin C sofreu degradacao
nestas condicdes. A alta temperatura por si sO foi capaz de provocar a degradacao
do artepelin C, porém em menor proporcdo. Apos 14, 21 e 30 dias de exposicéo,
19,97; 20,0 e 37,12% foram degradados, respectivamente. A presenca ou auséncia
de oxigénio ndo afetou de forma significativa a concentracdo dos compostos
estudados. Entdo, a desejabilidade, conforme observado na figura 59, estd em
funcAo da Iluz e da temperatura, sendo que na menor temperatura
experimentalmente testada, combinada com auséncia de luz houve menor
degradacgéo do composto alvo.

Ao se observarem os resultados obtidos, verificou-se que a luz foi o fator que

mais influenciou na estabilidade do artepelin C e, quando combinado com altas
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temperaturas, causa degradacdo em grandes proporcdes do artepelin C e afeta
também a concentracdo do acido p-cumarico. O que provavelmente acontece nesse
caso, € que a energia fornecida pela luz e pelo calor é capaz de catalisar reacfes de
degradacéo, principalmente reacdes oxidativas nos grupamentos prenila, que estéo
presentes no artepelin C. A estrutura quimica e a estabilidade térmica do composto
estdo diretamente relacionadas e, quanto mais substituintes presentes no anel
aromatico, menor a estabilidade do composto fendlico (Liazid et al., 2007; Turek and
Stintzing, 2013).

Azeredo et al (2009) avaliaram a estabilidade da betalaina e descreveram que
a estabilidade de tal composto é inversamente proporcional a sua estabilidade a
intensidade de luz entre 2200 a 4400 lux devido a luz UV ou visivel ser capaz de
levar os elétrons n das ligacbes duplas a um estado de maior energia m*,
consequentemente aumentando a reatividade e/ou diminuindo a energia de ativacao
necessaria para que as reacdes de degradacdo ocorram. Tais reacdes geralmente
sao de isomerizagao, decarboxilagdo, desidrogenacéo ou clivagem. Os produtos de
degradacgédo podem ainda apresentar mais ligagdes duplas do que os compostos de
origem.

O artepelin C, como possui substituintes no anel aromatico, as prenilas, é
mais suscetivel a degradacao e, assim como a betalaina, possui ligagées duplas nos
substituintes, o que torna tal composto pouco estavel quando exposto ao calor e a
luz. Portanto, para se preservar o conteido deste composto, sugerem-se condi¢des
de armazenamento que protejam a amostra da luz e em temperaturas baixas.

Os produtos de degradacdo AC-1, ART1, ART2, ART3 e ART4 foram
detectados em alguns experimentos em baixas concentragdes (abaixo de 1,24
ug/mL). Tais compostos também ndo parecem ser estaveis nas condicdes
experimentais de luz e temperatura, pois continuam sendo formados e degradados

conforme o tempo de exposicao.
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Tabela 26. Valores de p das analises de ANOVA dos experimentos do “Full Factorial Design” considerando a presencga ou auséncia de luz, alta temperatura e
oxigénio do ar na concentracao do artepelin C e do &cido p-cumérico

7 dias 14 dias 21 dias 30 dias
Fator Composto Valor Concentration Valor Concentration  Valor de R Concentration Valor Concentration
dep (ng/mL) dep (ng/mL) P (ng/mL) dep (npg/mL)
valor Nominal Artepelin C 50,55 + 6,31 52,53 +6,28 42,69 + 0,01 53,37 £ 1,45
(sem presenca Acido 42,82 + 1,58 43,20 + 0,77 43,37 +1,48 41,35+ 2,48
de 1, 2or3) .
p-cumarico
Artepelin C 0,0055 0,999 39,17 £ 6,77 0,0066 0,999 24,75 + 8,54 0,0091 0,999 19,25 £ 0,02 0,0079 0,999 7,20 +£0,92
(1)Luz .-
p-cAu(r:rL(;?ico 0,1370 0,989 41,94 + 3,48 0,3652 0,972 43,88 + 0,16 0,4028 0.953 41,92 +0,16 0,1572 0,983 41,90 £ 0,54
Artepelin C 0,0094 0,999 50,36 + 2,25 0,0122 0,999 42,04 + 3,66 0,0159 0,999 34,15 +1,01 0,0248 0,999 33,56 £ 2,17
(2)Temperatura < .
Amqo_ 0,1949 0,989 42,49 + 0,42 0,2308 0,972 42,70+ 2,11 0,4583 0.953 42,08 + 0,85 0,2706 0,983 42,99 + 0,51
p-cumarico
0,4096
Artepelin C 0,8004 0,999 51,22 + 30,26 0,0839 0,999 53,56 + 2,30 0,1641 0,999 43,85 + 2,96 0,999 53,69 +£0,76
(3)Oxigénio )
ACId,O. 0,4505 0,989 42,94 +1,20 0,6607 0,972 42,52 +1,53 0,4119 0,953 41,03 +£ 0,96 0,6044 0,983 42,77 £1,02
p-cumarico
Artepelin C 2,70+1,73 5,44 + 7,63 1,73 +2,84 1,00 + 0,02
+2+ "
1+2+3 Acido 35,24+ 2,38 39,95+ 0,79 45,02 + 3,46 34,93 +£5,49
p-cumarico
Artepelin C 0,0094 0,999 3,02+1,82 0,0332 0,999 0,74+ 1,04 0,0455 0,999 0,75+ 1,06 0,0497 0,999 1,00+ 0,19
lby?2 P
p-cAuﬁlg?ico 0,2103 0,989 38,68 + 1,58 0,2682 0,972 35,29+ 2,66 0,4397 0.953 38,72 +1,04 0,2354 0,983 35,73 +3,41
Artepelin C 0,1858 0,999 37,57 +7,52 0,0998 0,999 29,35 +6,93 0,1361 0,999 24,71 +£0,01 0,5018 0,999 7,53 +7,06
1lby3 -
p-cﬁﬁlg?ico 0,3722 0,989 41,28 +0,35 0,4582 0,972 43,55 +0,17 0,6173 0,953 41,52 +0,74 0,5377 0,983 39,20 + 3,11
Artepelin C 0,3876 0,999 51,26 +1,19 0,5516 0,999 41,83 +4,88 0,1297 0,999 32,36 + 8,60 0,6281 0,999 35,53 +4,98
2by3 -
Acido 0,5639 0,989 42,89 + 0,96 0,5030 0,972 42,00+1,10 0,3282 0,953 57,31 +0,87 0,9158 0,983 41,94+ 1,06

p-cumarico
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Figura 64. Graficos de superficie de resposta obtidos dos experimentos de
estabilidade do artepelin C ap6s 7,14,21 e 30 dias, respectivamente. -1 corresponde
a auséncia da variavel e +1 presenca, exceto para a temperatura, onde -1
corresponde a -18°C e +1 a 40 °C. A concentragdo esta expressa em pg/mL.
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Figura 65. Gréaficos de superficie de resposta obtidos dos experimentos de
estabilidade do acido p-cumarico apés 7,14, 21 e 30 dias, respectivamente. -1
corresponde a auséncia da variavel e +1 a presenca, exceto para a temperatura,
onde -1 corresponde & -18°C e +1 & 40°C. A concentracdo esta expressa em pg/mL.

4.4.2 Otimizacao das condicdes de transporte e armazenamento do

artepelin C e do acido p-cumarico

Levando-se em consideracao os resultados obtidos, o “Design Experimental”

central rotacionado foi utilizado para se estabelecerem as melhores condi¢des de

armazenamento e transporte para o artepelin C e para o acido p-cumarico, isolados

e na propolis verde bruta. Para tanto, avaliaram-se a influéncia de dois fatores,
sendo estes a temperatura (X;1) e o tempo (X;). Em todos os experimentos, as

amostras foram protegidas da luz, pois os resultados anteriores mostraram que a luz

€ o principal fator responsavel pela degradacdo destes compostos, principalmente

do artepelin C.
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Optou-se por se empregar um “Design Experimental” ao invés de se utilizar
experimentos que variam um fator por vez, porque uma das principais vantagens € a
possibilidade de se estudarem os efeitos da combinacdo dos fatores avaliados, além
da influéncia de cada um deles, separadamente, o que leva a resultados mais
proximos aos reais (Albuquerque et al., 2017). Para o processamento dos dados, o
modelo quadratico foi selecionado, uma vez que os valores de R? estdo
consideravelmente préximos de 1 para todas as analises (tabela 27), o que indica
que a variavel dependente, que neste caso € a concentracdo dos padrdes, é bem
explicada por tal modelo matematico. Além disso, os valores das analises de “lack of
fit" estdo todos acima de 0,05, mostrando que o modelo é adequado para
processamento dos resultados e possui boa previsibilidade considerando o puro
erro. Destes dados, obteve-se também a equacdo polinomial empirica de cada
andlise. Tais equacbBes fornecem a resposta preditiva, onde y corresponde a
concentracdo em ug/mL (variavel dependente); X; a temperatura em °C e X, ao
tempo em dias (variaveis independentes).

Considerando-se a concentracdo de artepelin C isolado, a temperatura foi
estatisticamente significante (p<0,05) em ambos termos quadratico e linear.
Também houve interacdo entre a temperatura e o tempo (p<0,05) (tabela 27). Da
mesma forma, a temperatura (termo linear) e a combinacdo da temperatura e do
tempo afetaram a concentracdo de artepelin na propolis verde bruta.

Por outro lado, a temperatura ndo teve um papel significante (p>0,05) na
concentracdo do acido p-cumarico isolado nem deste composto na prépolis verde
bruta, o que mostra que tal padrdo é estavel em temperaturas de armazenamento e

transporte até em torno de 40 a 50 °C pelo periodo de até 30 dias.
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Tabela 27. Dados estatisticos das analises de ANOVA de “lack of fit” e de regressao
do modelo quadratico para a variavel resposta concentragdo. Variaveis: Xi:
temperatura (°C) e X,: tempo (dias)

Principais efeitos nos

Resposta (bzrokr-?jfém) termos Linear (L) e R? R Equagfgsp;estiglva da
b guadratico (Q) (p<0.05) P
y=68,89554+0,40847*X;-
- 0,222890 0,01471*X,%-
Artepillin C X1 (L/IQ), Xa(L), X1/X, 0,98601  0,99298 0,18603"X,+0,00262"X,2-
0,03062*X,*X,
Artepillin C 0.123302 y=48,82206+0,24541*X;-
na prépolis : X1(L), X1/X, 0,89532  0,94621 0,00404*X,2+0,07012*X -
verde bruta 0,00098*X,2-0,01336*X,*X,
y=60,19528+0,03078*X;-
Acido 0,155413 0,00070*X ;-
p-cUMArico Xo(L) 0,92337  0,96092 0,36096"X,+0,00555*X,,2-
) 0,00128*X,*X,
Acido y=5,77492-0,00987*X;-
p-cumarico 0,495247 ] 0,00012*X,2-
na propolis 085478 092454 4 51607%X,+0,00035+X,%

verde bruta

0,00008*X1*X,

Ao se analisarem

os gréaficos 3D dos efeitos de X; e X, na concentracdo do

artepelin C, assim como a interacéo entre eles (figura 63), é possivel observar que,

conforme a temperatura e o tempo aumentam, a concentracdo diminui mesmo em

temperatura ambiente (20 °C), na qual houve degradacéo significativa deste padrao.

Apés 30 dias a 50 °C, todo o conteudo de artepelin C sofreu degradacao.

Utilizando-se a funcdo de desejabilidade (figura 64), com o objetivo de se

prevenir a degradacdo deste composto, estabeleceu-se a melhor temperatura de

armazenamento para o artepelin C: -2,5°C.

No entanto, o acido p-cumarico, mesmo apés 30 dias de armazenamento a

temperaturas entre 40 e 50 °C néo sofreu degradacéo significativa. Porém, apds 30

dias a 50 °C, aproximadamente 13% deste composto sofreu degradacéo (figura 65).

A desejabilidade (figura 66) mostra que a 32,5 °C, a concentracdo de &acido p-

cumarico ainda € mantida constante, quando a amostra esta protegida da luz.
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Figura 66. Grafico de superficie de resposta da concentracéo de artepelin C isolado
em funcao da temperatura (°C) e do tempo (dias)
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Figura 67. Gréficos de desejabilidade da concentragdo do artepelin C isolado em
funcdo da temperatura e do tempo
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Figura 68. Grafico de superficie de resposta da concentracdo do acido p-
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Na prépolis verde bruta, o artepelin C degradou quando exposto a alta
temperatura proporcionalmente ao tempo de exposi¢cao. Acima de 50 °C apds 30
dias de experimento, por volta de 50% na quantidade inicial de artepelin C foram
degradadas (figura 67). A desejabilidade mostra que, assim como para o artepelin C
isolado, a melhor temperatura de armazenamento para o artepelin C na propolis
verde bruta, é -2,5 °C também (figura 68).

Em relacdo ao &cido p-cumarico na prépolis verde, apesar da desejabilidade
apontar melhores temperaturas de armazenamento abaixo de 20 °C (figura 70), os
graficos 3D revelam que a concentragcdo deste composto até 50 °C permanece entre
4,6 e 5,8 pg/mL, mesmo apds 30 dias (figura 69). Portanto, o armazenamento do

acido p-cumarico a temperatura ambiente ndo leva a perda significativa deste
composto.

Artepelin C na prépolis verde bruta
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Figura 70. Gréfico de superficie de resposta da concentracédo de artepelin C na
prépolis verde em funcdo da temperatura (°C) e do tempo (dias)
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Figura 71. Graficos de desejabilidade da concentracdo do artepelin C na propolis
verde bruta em funcéo da temperatura e do tempo
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Figura 72. Grafico de superficie de resposta da concentracao de acido p-cumarico
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Figura 73. Gréficos de desejabilidade da concentracdo do acido p-cumarico na
prépolis verde bruta em funcéo da temperatura e do tempo

Da mesma forma que a melhor condigdo de armazenamento de frutas, sucos
e preparacdes contendo acido ascorbico, a qual € a baixas temperaturas (Valente et
al., 2014), o que vale também para alimentos contendo vitamina C (Phillips et al.,
2016). Da mesma forma vale para a prépolis verde, que é um produto apicola rico
em artepelin C e acido p-cumarico. Entédo, as condi¢des ideais de armazenamento
da propolis verde bruta, considerando-se ambos artepelin C e acido p-cumarico, séo:
amostras protegidas da luz e abaixo de -2,5 °C. Tais condi¢cdes também séo ideais
para o armazenamento do artepelin C e do acido p-cumarico isolados, sendo que o
acido cumarico é estavel também a temperatura ambiente.

Logo, as embalagens plasticas opacas usualmente utilizadas pelas industrias
para acondicionar o padrdo de acido p-cumarico sdo adequadas para prevenir a
degradacéo de tal composto. Para se acondicionar o artepelin C e a propolis verde
embalagens opacas ou frascos ambar permitem a protecdo da luz, sendo tambéem

apropriados para estas amostras.
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4.4.3 Estabilidade prolongada

Apoés determinacdo das melhores condi¢cdes de armazenamento e transporte
do artepelin C e do acido p-cumarico, isolados e na propolis verde bruta, com o
objetivo de se validarem tais condigbes, armazenaram-se amostras dos compostos
isolados e da prépolis verde bruta em freezer a -10 °C protegidas da luz pelo periodo
de seis meses. Em seguida, avaliou-se a concentracdo destes padrfes nas
amostras.

Conforme pode ser verificado na figura 71 e na tabela 28, ap0s seis meses de
experimento, 98% da quantidade inicial dos compostos isolados néao sofreu
degradacdo. Na prépolis verde, 100% da concentracao inicial de acido p-cumarico e
91% de artepelin C permaneceram constantes.

Estes resultados confirmam que as melhores condi¢cdes de armazenamento e
de transporte da propolis verde bruta, visando manter os teores de artepelin C e
acido p-cumarico, sdo ao abrigo da luz e em baixas temperaturas, como em
freezeres e em embalagens que protejam as amostras da luz. Portanto, os
produtores e empresas envolvidas com a producao e comercializacdo deste produto
apicola e de artepelin C e acido p-cumarico isolados devem manter os produtos em
condicbes adequadas e realizarem controle de qualidade para assegurar que néo

houve degradacao significativa destes produtos.

Tabela 28. Concentracao do artepelin C e acido p-cumarico nos experimentos
de estabilidade prolongada

Concentragéo (ug/mL)

Composto 1 més 2 meses 3 meses 4 meses 5 meses 6 meses
46,77 +0,43 + n +02 242 "
Artepelin C 47,01+1,70  46,81+4,18 45,84+0,25 45,32+2,57 46,00+ 4,64
Acido 43,30 £ 1,85 44,20+ 0,67 43,45+3,70 42,15+1,50 39,10+1,71 42,50 +2,78
p-cumarico

Artepelin Cna 52,84 +0,44 54,86+7,80 46,48+0,75 53,47 +3,57 48,85+0,50 48,08 +7,44
propolis verde
Acido
p-cumarico na
propolis verde

5,84 +0,61 5,38+0,59 4,69+0,71 542 +0,70 4,90+0,19 5,86 +0,67
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Figura 74. Gréfico das concentracdes do artepelin C e do &cido p-cumarico
nos experimentos de estabilidade prolongada

4.5 Ensaios Biologicos

4.5.1 Ensaios de citotoxidade e sobrevivéncia clonogénica

Publicacbes anteriores mostram que o artepelin C possui efeito
antiproliferativo contra diversas linhagens de células cancerigenas, como gastricas,
do célon e de pulméo e promovem atividade anticancer in vivo (Szliszka et al., 2012).
Logo, o artepelin C e seus produtos de degradacdo foram testados contra as
linhagens AGP-01 (cancer gastrico) e HeLa (cancer cervical).

Os resultados dos ensaios de citotoxidade (figura 72) mostram que a prépolis
verde a 100 pg/mL foi capaz de diminuir a viabilidade celular das células da
linhagem AGP-1, que sdo células de cancer gastrico, em aproximadamente 50%.
Nas concentracdes de 10, 1 e 0,5 ug/mL, a viabilidade celular foi superior a 70%. O
acido p-cumarico e seu produto de degradagdo (AC-1) possuem efeito similar em
tais células: a 100 uM, a incubacdo das amostras com as células resultou em
viabilidade celular préxima de 50% e em concentragbes mais baixas, acima de 78%.
Da mesma forma, a 0,6 e 1 uM, o artepelin C e seus derivados também néo foram
significativamente citotoxicos para as células da linhagem AGP-01 (viabilidade

celular acima de 60%).
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Por outro lado, a 10 uM, o artepelin C, ART1 e ART4 foram capazes de
diminuir a viabilidade destas células em 50%. A 100 uM, ambos artepelin C e seus
produtos de degradacdo se mostraram citotoxicos, principalmente o ART4
(viabilidade celular por volta de 20%) e seu precursor, o artepelin C (viabilidade
celular por volta de 30%).

Ao se verificar que 0 ART4 possui efeito promissor contra a linhagem
AGP-01 (ICsp 9,09 uM) (tabela 29) e o artepelin C, seu precursor, possui ICsg igual a
15,39 uM, conclui-se que a modificagdo na configuracéo da ligacdo dupla leva ao
aumento de citotoxidade contra esta linhagem celular. Ao se compararem os valores
de ICsy do artepelin C com os dos produtos de degradacdo ART1, ART2 e ARTS3
(tabela 29), nota-se que ocorreu 0 oposto, pois a modificagdo nos grupos prenilas
levou a diminuicdo do efeito citotdxico contra tal linhagem de células cancerigenas.
Em relacdo ao &cido p-cumarico e ao AC-1 nenhum destes compostos apresentou
efeito promissor.

Como constatado, pequenas modificacbes na estrutura do precursor
pode levar ao aumento, diminuicdo ou perda da atividade biolégica deste. Um
exemplo disto foi a moderada citotoxidade apresentada por um composto fendlico
nas linhagens de células tumorais AGP-01, HL-60 e SK-MEL 28, enquanto que um
analogo apresentou alta atividade contra tais linhagens celulares (Teixeira et al.,
2018). De forma similar, o artepelin C, quando sofreu uma pequena modificacdo na
ligacdo dupla, teve sua atividade citotéxica melhorada, enquanto que modificacdes
nas prenilas levaram a perda da atividade citotéxica contra a linhagem celular de

cancer gastrico AGP-01.
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Figura 75. Média + DP da % de viabilidade celular em relacdo ao controle negativo
(doxorrubicina a 0,5 uM) apos 24 h do tratamento com as amostras na linhagem
celular AGP-01.

Tabela 29. Valores de ICso do artepelin C, do acido p-cumérico e de seus produtos
de degradacédo contra células da linhagem AGP-01

Composto ICso (uM)
Artepelin C 15,39
ART-4 9,09
ART-1 18,68
ART-2 53,91
ART-3 24,57
Acido p-cumaérico 42,20
AC-1 >100

Ent&o, devido ao ART4 ser um composto promissor contra a linhagem AGP-
01 (ICs0 9,09 uM) (tabela 29), também se avaliou o efeito a longo prazo nestas
células em comparagdo ao artepelin C e ao controle positivo (doxorrubicina a 0,5
uM) (figura 73). Incubagéo das células com ART4 a 20 uM apresentou efeito similar
ao do controle positivo e a 10 e 5 uM apresentou efeito estatisticamente diferente do
controle negativo (p<0,05). Por outro lado, embora o artepelin C permita a formacao
de mais colbnias que o controle positivo, a 30 e 15 uM, a quantidade de coldnias das
células incubadas com o artepelin C com o controle negativo sdo estatisticamente
diferentes ( p<0,05).
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Portanto, as células da linhagem AGP-01 foram sensiveis a exposi¢ao a longo
prazo ao ART4 a 20 uM e ao controle positivo (doxorrubicina a 0,5 uM) de forma
similar. Além disso, o ART4 a 10 e a 5 uM também foi capaz de diminuir a formacéo

de coldnias de células AGP-01 significativamente.

Sobrevivéncia Clonogénica (AGP-01)
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Figura 76. Fracdo de células sobreviventes + DP (%) obtidas através dos
ensaios de sobrevivéncia clonogénica. As células foram tratadas com diferentes
concentragdes de artepelin C, ART4 e doxorrubicina a 0,5 uM e incubadas por 10
dias.

Ao se observar que o cancer gastrico € um dos tipos de canceres mais
comuns no mundo atualmente e que por volta de 50% dos casos sao recorrentes
apos remocdao cirurgica (além do resultado destas cirurgias ndo ser muito efetivo,
pois o tempo de vida destes casos € estimado em aproximadamente 5 anos e
apenas para 20% deles) (Pinto et al., 2015), a descoberta e desenvolvimento de
novos candidatos a farmacos para seu tratamento possui importancia inestimavel.
Entdo, considerando-se que muitos dos compostos fendlicos e polifendlicos
encontrados usualmente em produtos naturais sdo reconhecidamente nao toxicos e
sdo agentes que auxiliam na prevencdo de cancer (Szliszka et al., 2012), tais

compostos sdo, possivelmente, agentes promissores contra diferentes células
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cancerigenas. Catchpole et al (2015) demonstraram que ha relacdo entre a acao
citotoxica contra células de cancer do célon (linhagem celular DLD-1) de uma tintura
de propolis da Nova Zelandia e seus compostos fenélicos majoritarios picembrina,
pinobaskina-3-O-acetato e derivados do &cido cafeico fenil éster: os ensaios
identificaram potente atividade antiproliferativa associada a estes compostos, assim
como com a crisina, galangina e outros compostos fendlicos presentes em menor
concentracdo. Diversos destes compostos, como a pinocembrina, pinobanskina-3-O-
acetato, tectocrisina, dimetilalilcafeato, 3-metil-3-butenil cafeato, benzilferulato e
benzil isoferulato, também foram ativos contra outras linhagens de células tumorais
gastrintestinais de carcinoma de célon (linhagem HCT-116), cancer escamoso
esofageal (linhagem KYSE-30) e carcinoma gastrico (linhagem NCI-N87).

Ensaios in vivo relevaram que o extrato etandlico de propolis verde a 0,5% e a
2,5% aumentaram a taxa de sobrevivénvia de ratos e a avaliacdo histopatolégica de
neoplasmas dos ratos apds dois anos indicaram que ndo houve aumento
significativo de tumores pré-neoplasicos ou lesbes em nenhum 6rgdo dos animais
tratados com o extrato de propolis verde. Além disso, 0 extrato diminui a incidéncia
de tumores pituitarios, leucemia e tumores de tireoide (Kakehashi et al., 2016).

Dois compostos fendlicos isolados de prépolis, cardanol e cardol possuem
efeito antiproliferativo contra células tumorais de pulméo, hepatoblastoma de figado,
carcinoma gastrico e adenocarcinoma de célon, com valores de ICs entre 10,8 e
29,3 ug/mL para o cardanol e entre <3,13 e 5,97 ug/mL (6,82 a 13 uM) para o cardol
(Teerasripreecha et al., 2012). O artepelin C, que também ¢é isolado de proépolis,
mais especificamente da propolis verde, é ativo contra células de cancer de prostata,
agindo como indutor de apoptose nestas células por fragmentacdo do DNA e
aumento da clivagem da caspase-3 e poli ADP-ribose polimerase (Endo et al., 2018).

Além do mais, o artepelin C e o extrato de prépolis verde bloqueiam a via de
sinalizacdo da quinase PKA1l, uma enzima associada ao desenvolvimento de
tumores neurofibromatosos, suprimindo o crescimento das células tumorais. Estes
agentes bloqueiam tal via de sinalizagcdo de forma seletiva, sem afetar outras
guinases, causando, portanto, menos efeitos colaterais e suprimindo quase que
completamente o crescimento de tumores humanos xenoenxertados em ratos.
Observando-se que mais de 70% dos canceres humanos requerem a quinase PAK1
para seu desenvolvimento, pois esta enzima participa da dindmica do citoesqueleto,

regula a sobrevivéncia celular, mitose e transcricdo das células tumorais (Dummler
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et al., 2009), o extrato de propolis e o artepelin C podem ser considerados
promissores agentes anticancer (Messerli et al., 2009).

Farmacos ativos contra células de cancer gastrico, como a linhagem AGP-01,
podem agir nos microtubulos, por exemplo, que sdo alvos ja bem conhecidos na
terapia anticancer. Eles s&o essenciais para a estrutura celular, pois estdo presentes
no citoesqueleto e tem um papel importante no transporte intracelular, na estrutura
celular, na mitose e divisdo celular. Também, componentes do citoesqueleto estdo
envolvidos em interacfes de adesdo durante a formacdo de metastases. Muitos
estudos mostram que canceres altamente invasivos e com alta taxa de metastase
estimulam a producédo de metaloproteinases da matriz e a inibicdo ou reducéo da
atividade destas, como o mebendazol nas células AGP-01, contribui de forma
significativa com a acao antitumoral e antimetastases (Pinto et al., 2015).

Entdo, considerando a atividade promissora do ART-4 contra células de
cancer gastrico, a préxima etapa seria a elucidacao de seu mecanismo de acao, que
possivelmente seria a acdo nos microtubulos celulares, e/ou enzimas como as
metaloproteinases ou quinases.

Além da linhagem de células de cancer géastrico, as amostras também foram
testadas contra a linhagem celular HelLa, que é de céancer cervical e contra a
linhagem CHO-k1, que € uma linhagem de células normais. As figuras 74 e 75
mostram a viabilidade celular da incubacédo das amostras com as linhagens CHO-k1
e Hela, respectivamente. Ao se analisarem os dados de viabilidade celular constata-
se que nenhum dos compostos foi citotoxico para as células nas concentracfes
testadas. Portanto, as amostras ndo sao consideradas promissoras para futuros
estudos contra a linhagem Hela, de carcinoma humano epitelial cervical. Por outro
lado, considerando-se que as células da linhagem CHO-k1l sdo ndao-tumorais
(células de ovario de hamster chinés) e que as amostras ndo foram toxicas para
estas, ha indicios de que as amostras também n&o sejam toxicas contra outras

linhagens de células normais.
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das amostras para as células tumorais levando-se em consideragéo a razéo entre o
valor de ICso do composto para a célula de linhagem ndo tumoral (neste caso a
linhagem CHO-k1) e o valor de ICs para a linhagem tumoral. Quanto maior o indice
de seletividade, mais seletivo € o composto para as células tumorais: IS acima de
1,0 demonstra boa atividade contra as células tumorais e baixa toxicidade para as
células normais e IS acima de 3,0 indicam otima eficacia com alta seletividade para
as células tumorais. Este parametro pode também ser utilizado para otimizacéo das
doses empregadas em estudos clinicos (Antoszczak et al., 2014)

Ao se analisarem os dados de viabilidade celular e valor de 1Cs9, 0 composto
mais promissor contra a linhagem AGP-01 foi o ART4, seguido por seu precursor, 0
artepelin C. Entdo a importancia de se avaliar a seletividade destes para as células
tumorais é importante, sendo que o ART4 possui IS >11 e o artepelin C >6,5. Isto
indica que tais compostos sdo altamente seletivos para as células tumorais da
linhagem AGP-01.

Tabela 30. Valores de ICsy do artepelin C, acido p-cumarico e seus derivados
para as linhagens tumorais AGP-01, HeLa e ndo tumoral CHO-K1 e indice de
seletivade destes compostos para AGP-01

ICs0 (UM) Sl
AGP-01 He-La CHO-K1 AGP-01
Artepelin C 15,39 >100 >100 > 6,50
ART-4 9,09 >100 >100 > 11,00
ART-1 18,68 >100 >100 >5,35
ART-2 53,91 >100 >100 > 1,84
ART-3 24,57 >100 >100 > 4,07
(ﬁfn']déorig(') 4220  >100 >100 > 2,36
AC-1 >100 >100 >100 >1,00

4.5.2 Ensaios antiparasitarios contra Leishmania

Nos ensaios iniciais avaliou-se a atividade dos compostos frente as formas
promastigotas de L. amazonensis: a 50 uM, todas as amostras foram capazes de
reduzir a viabilidade celular significativamente, especialmente o extrato de prépolis
verde, ART4, acido p-cumarico, AC-1 e artepelin C (viabilidade celular por volta de
40%) (figura 76). A 25 e 12,5 uM, estes compostos também foram toxicos aos

parasitas, demonstrando viabilidades celulares abaixo de 65%. A 6,25 e 3,12 uM, as
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amostras mais eficazes foram AC-1, artepelin C e ART4, respectivamente. Devido a
estes compostos serem os mais ativos, o ART4, AC-1 e seus precursores foram
também avaliados contra a forma amastigota deste parasita.

O acido p-cumarico e o ART4 foram os compostos mais promissores: a 50 e
25 uM, a viabilidade celular destes parasitas se encontrava entre 29 e 45% e a 12,5;
6,25 e 3,12 uM entre 37 e 49%. Em concentra¢gfes acima de 12,5 uM, a incubacgéo
do artepelin C com as formas amastigotas levaram a viabilidades celulares menores
do que 50% (figura 77). Por outro lado, os ensaios com o composto AC-1 mostraram
gue, mesmo ha maior concentracao testada (50 uM), a viabilidade celular ficou
acima de 50%.

Entdo, para se avaliar se as amostras sdo promissoras como agentes
antiparasitarios calcularam-se os valores de ICsp, que é a concentracdo capaz de
causar a morte de 50% dos parasitas. Calculou-se também o indice de seletividade.
Os valores de ICs (tabela 31) mostram que o ART4 possui atividade leishmanicida
significativa contra amastigotas de L. amazonensis, com valor abaixo de 10 uM.
Além disso, o0 ART4 parece ser seguro, pois o indice de seletividade esta acima de
2,0 (>28,65 para amastigotas). Ja o acido p-cumarico possui boa atividade contra as
formas amastigotas do parasita (IC50<3,12), enquanto o AC-1 é eficaz contra a forma
promastigota do parasita. Estes compostos também possuem indices muito bons de
seletividade, indicando que 0s compostos sao seguros para células normais (IS

>42,37 e 10,69 para o acido p-cumarico e para o AC-1, respectivamente).
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Figura 79. Média + DP da % de viabilidade celular das formas promastigotas de L.
amazonensis apos 24 h do tratamento com as amostras
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Figura 80. Média + DP da % de viabilidade celular das formas amastigotas de
L. amazonensis apos 48 h do tratamento com artepelin C, ART4, acido p-cumarico e
AC-1.
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Tabela 31. Valores de ICso do artepelin C, acido p-cumérico e seus derivados
para as formas promastigotas e amastigotas de L. amazonensis e indice de
seletividade destes compostos

ICsp (uM) Sl

. . . L.
L. amazonensis L.amazonensis L.amazonensis

CHO-K1 (promastigote) (amastigote) (promastigote) ?;nn?;gtr:ge;gtss
Artepelin C >100 17,46 13,22 >5,72 >7,56
ART-4 >100 12,86 3,49 >7,78 >28,65
ART-1 >100 >50 - >2
ART-2 >100 >50 - >2
ART-3 >100 >50 - >2
Acido p- <3,12 >42,37
cumarico >100 48,46 > 2,06
AC-1 >100 9,35 >50 > 10,69 >2

Os compostos que mostram melhor atividade antiparasitaria contra as formas
promastigotas de L. amazonensis foram o AC-1 e ART4 (valores de IC5, 9,35 e
12,86 uM, respectivamente), o que indica que a modificacdo na configuracdo da
ligacdo dupla de E para Z, em ambos artepelin C e seu precursor acido p-cumarico,
leva a melhora da atividade leishmanicida contra as formas promastigotas deste
parasita. De forma similar, o ART4 apresentou efeito melhor contra as formas
amastigotas do que o artepelin C (ICso 3,49 e 13,22 uM para o ART4 e artepelin C,
respectivamente). Por outro lado, enquanto o acido p-cumarico apresentou 6timo
efeito leishmanicida contra as formas amastigotas (ICso< 3,12 uM), o AC-1 néo foi
eficaz (IC50>50 uM). Tais compostos inibiram o crescimento dos parasitas de forma
concentracdo-dependente. Os indices de seletividade foram muito bons para estes
compostos: contra promastigotas, o indice foi >7,78 uM para o ART4, >5,72 uM para
o artepelin C e >10,69 uM para o AC-1 e contra amastigotas, o ART4 > 28,65 uM,
artepelin C >7,56 uM, acido p-cumarico >42,37 uM e, finalmente, >2,0 uM para o
AC-1.

Assim sendo, tais compostos Sao promissores para continuarem a serem
estudados quanto a sua eficacia, mecanismo de acéo, efeitos colaterais; pois a
descoberta de novos farmacos para o tratamento de parasitoses, como a
leishmaniose, é de suma importancia atualmente. Uma das razfes é que esta
doenca é geralmente fatal e prejudicial aos humanos e animais e atinge mais de 12
milhdes de pessoas no mundo. Além disso, ndo ha vacinas ou medicamentos que

sejam totalmente eficazes ou especificos contra Leishmania spp. Um outro problema
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€ que este parasita possui mais de uma forma morfolégica, sendo uma forma
extracelular flagelada, a promastigota e a forma intracelular, a amastigota. Portanto,
farmacos que sejam capazes de agirem em ambas as formas sdo interessantes,
pois podem ser mais efetivos do que os medicamentos atualmente encontrados no
mercado (Boitz et al., 2017).

Muitos dos farmacos leishmanicidas agem principalmente como antioxidantes,
guelando os ions metalicos e removendo radicais livres. O metabolismo de ferro, por
exemplo, é uma via essencial para a sobrevivéncia de Leishmania e também para a
replicacdo nos fagolisossomos dos macrofagos e muitos dos compostos fendlicos
possuem tal propriedade, além de serem capazes de induzir morte por apoptose de
Leishmania através de outras vias. Um exemplo de composto fendlico ativo contra
Leishmania é o &cido rosmarinico, que foi capaz de alterar a morfologia de
promastigotas e também a apigenina, que promoveu deformacdo na membrana
celular. Estes dois compostos também interromperam a fase GO/G1l nas
promastigotas (Antwi et al., 2019).

Extratos de propolis diminuiram a viabilidade celular de promastigotas de L.
braziliensis de forma dose-dependente. Eles agiram modulando o perfil inflamatério
dos macrdéfagos através da diminuicdo da producéo de TGF-B e IL-10 e aumento de
TNF-a, além de reduzirem os niveis de 6xido nitrico e superoxido nos macrofagos
infectados (Reboucas-Silva et al.,, 2017). Da Silva et al. (2013) relataram o efeito
leishmanicida in vitro e in vivo de amostras de prépolis coletadas em Botucatu (SP).
Os macrofagos incubados com propolis apresentaram significante aumento da
interiorizacdo e morte dos parasitas, além de aumento na producdo de TNF-a e
diminuicdo da producao de IL-12 nos ratos tratados. Entdo, a prépolis possui acéo
direta em tal parasita e efeitos imunomodulatérios nos macrofagos murinicos. Como
a propolis possui diversos compostos fendlicos em sua composicdo quimica, a
atividade leishmanicida pode estar relacionada a tais compostos.

Assim sendo, o artepelin C, o acido p-cumarico e seus produtos de
degradacédo ativos contra Leishmania podem apresentar mecanismos de acao
semelhantes a outros compostos fenolicos e devem ser futuramente avaliados
gquanto a seu mecanismo de acdo, toxicidade, acdo in vivo, entre outros para

certificacdo da eficicia, absorgéo e toxicidade destes compostos.
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4.5.3 Ensaios antimicrobianos contra bactérias bucais

Em relacdo ao efeito antimicrobiano, o artepelin C foi capaz de inibir o
crescimento de diferentes espécies de bactérias bucais a 200 e/ou 400 pg/mL,
exceto Enterococcus faecalis (tabela 32). Os produtos de degradagéo ART1 e ART2
nao foram ativos contra as bactérias testadas. Em comparacdo com o artepelin C, o
ART3 e o ART4 possuem um efeito mais potente contra Streptococcus mitis e
Streptococcus sanguinis, sendo os valores de Concentracao Inibitéria Minima (CIM)
e Concentracdo Bactericida Minima (CBM) de 50 e 100 ug/mL para o ART3; 100 e
200 pg/mL para o ART4, respectivamente. O acido p-cumarico nao foi ativo contra
as bactérias nas concentracdes testadas e AC-1 possui valores de CIM e CBM de
400 pg/mL contra Streptococcus mitis.

Embora haja relatos dos efeitos antimicrobianos da propolis verde (Berretta et
al., 2017) e o artepelin C e alguns produtos de degradacdo sejam ativos contra
varias bactérias bucais, seus valores de CIM e CBM n&do demonstram boa atividade
antimicrobiana, pois, para um composto isolado ser considerado promissor, seu CIM

deve estar abaixo de 10 pg/mL (Arruda et al., 2017).

Tabela 32. Valores de CIM e CBM do artepelin C, &cido p-cumarico e seus
produtos de degradacdo majoritarios contra bactérias bucais.

Composto S. mutans S. mitis S. sobrinus S. sanguinis L. casei S. salivarius E. faecalis
ATCC 25175 ATCC 49456 ATCC 33478 ATCC 10556 ATCC 11578 ATCC 25975 ATCC 4082
MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC
pg/mL  pg/mL  pg/mL  pg/mL  pg/mL pg/mL  pg/mL  pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL
ArtepelinC 200 200 200 200 400 400 200 400 400 >400 200 400 >400 >400
ART 1 >400 >400 >400 >400 >400 >400 400 400 >400 >400 >400 >400 >400 >400
ART 2 >400 >400 400 400 >400 >400 200 400 >400 >400 >400 >400 >400 >400
ART 3 200 200 50 100 200 400 50 100 200 400 400 >400 >400 >400
ART 4 >400 >400 100 200 >400 >400 100 200 400 400 400 400 >400 >400
CAU‘;':; ig;) 400  >400 >400 >400 400 >400 >400 >400 400 400 >400  >400 400  >400
AC-1 >400 >400 400 400 >400 >400 >400 >400 >400 >400 >400 >400 >400 >400
Clorexidina 0,922 0,922 7,375 7,375 0,922 0,922 0,922 0,922 0922 0922 1844 1,844 7,370 7,370
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4. Conclusodes

Os experimentos realizados mostram que, quando expostos a luz solar, o
artepelin C e o 4cido p-cumarico dao origem aos seus isdbmeros Z como produtos de
degradacdo majoritarios. O artepelin C, ap6s armazenado em altas temperaturas,
fornece trés derivados como produtos majoritarios, enquanto o acido p-cumarico se
mantém estavel.

O método analitico desenvolvido e validado em CLAE-FR para quantificar o
artepelin C, o acido p-cumarico e seus principais produtos de degradacdo apresenta
linearidade, exatidao, precisdo e robustez de acordo com os manuais e validacéo da
ANVISA e do ICH.

Os estudos de estabilidade demonstraram que o artepelin C é sensivel a luz e
temperatura e que o0 acido p-cumarico é estavel, a menos que seja exposto
simultaneamente a alta temperatura e a luz. As melhores condicbes de
armazenamento e transporte para o artepelin C, isolado ou na proépolis verde, séo a
temperaturas abaixo de -2,5°C e protecdo da luz. O &cido p-cuméarico pode ser
armazenado a temperatura ambiente em embalagens de plastico opacas,
comumente empregadas pelas indUstrias, sem perda significativa de seu contetdo.

Em relacdo aos ensaios bioldgicos, conclui-se que a prépolis verde € uma
importante fonte de compostos bioativos, especialmente o artepelin C e acido p-
cumarico. Também, que o ART4, o isbmero Z do artepelin C, possui efeito
significativo contra a linhagem de células de céancer gastrico AGP-01 e contra
Leishmania amazonensis, especialmente a forma amastigota deste parasita. O acido
p-cumarico também apresentou atividade promissora contra amastigotas de L.
amazonensis, enquanto o AC-1, seu isdmero Z, foi efetivo contra as formas
promastigotas. Portanto, tais compostos tém potencial para o desenvolvimento de
novos farmacos para o tratamento de leishmaniose e cancer gastrico e devem ser
mais estudados para comprovacao de seus efeitos, bem como de seus parametros

farmacodinamicos e farmacocinéticos.
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