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RESUMO

SANTOS, Gabriel Fulgencio. Diterpendides ent-caurenos isolados da geoprépolis de abelha
sem ferrdo mandagcaia (Melipona quadrifasciata anthidioides) e o potencial antifingico
p.99. 2024. Dissertacdo (Mestrado em Quimica). Instituto de Quimica, Departamento de
Quimica Orgéanica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ.

No Brasil ha uma variedade de espécies de abelhas sem ferrdo (meliponineos), pertencentes a
familia Apidade. A abelha Melipona quadrifasciata anthidioides, conhecida popularmente
como mandacaia, é capaz de produzir a geoprépolis, uma substancia resinosa de matriz
complexa, constituida por uma mistura de barro e/ou argila com os exsudatos das plantas.
Diversas atividades bioldgicas da geoprépolis sdo descritas, como antibacteriana, antiviral,
antioxidante e antifingica. A esporotricose € uma infeccdo causada pelo fungo do género
Sporothrix, sendo uma zoonose, que no Brasil é endémica e transmitida pelo fungo Sporothrix
brasilliensis. As opc¢des de tratamento, como o Itraconazol, vém sendo dificultado pelo
surgimento de novos isolados fungicos com resisténcia aos medicamentos. Sendo assim, a
busca de novas substancias que possam ser usadas no tratamento da esporotricose é de interesse
cientifico. Este trabalho teve como objetivo, avaliar o perfil quimico, o teor de fendlicos e
flavonoides totais, a capacidade antioxidante, isolar e caracterizar substancias da geopropolis
de abelha Melipona g. anthidioides (mandacaia), além de investigar a atividade antiflngica in
vitro contra isolados clinicos de S. brasiliensis. A geoprépolis foi coletada no Bosque da Barra,
Rio de Janeiro, e 0 extrato etandlico de geopropolis de mandacaia (EEGP-M) foi preparado em
banho ultrassénico por duas horas. Posteriormente o extrato etandlico foi solubilizado em
metanol: agua (7:3 v/v) e particionado com hexano e diclorometano, respectivamente, gerando
as fracOes: Fr. Hex, Fr. DCM e Fr. MeOH:H20. A Fr. Hex foi submetida a cromatografia em
coluna aberta em gel de silica, onde isolou-se trés diterpenos de esqueleto ent-caureno, o
diterpeno acido caurendico, um derivado de &cido cinamico, o acido caur-16-en-18-dico, 15-
[(1-oxo-3-fenil-2-propen-1-il) oxi], e o diterpeno o ent-caurenal, caracterizado de uma fracéo
enriquecida. O conteddo total de fendlicos e flavonoides foi avaliado em comparacdo aos
padrdes de acido galico (GA) e quercetina (QE), respectivamente. A Fr. DCM obteve o0s
melhores resultados, com 1,89 mg Eac/100mg em fendlicos e 0,42 Eqe/100mg em flavonoides.
O ensaio DPPH foi utilizado para determinar a capacidade antioxidante do extrato e suas
fragdes, novamente a fragdo Fr. DCM apresentou melhor resultado (CEso= 200 pg/mL),
corroborando com o resultado de fendis e flavonoides totais. A atividade antifingica foi
investigada contra cepas clinicas de S. brasiliensis. O melhor resultado foi observado para o
derivado do acido cinamico isolado (CIM =0,469 mM), entretanto o acido caurendico (CIM =
1,875 mM) e a fragdo enriquecida com o aldeido ent- caurenal (0,187 mg/mL) também
apresentaram bons resultados; dentre o extrato etanolico e suas fragdes, a Fr. Hex apresentou
melhor resposta antifngica (CIM= 0,281 mg/mL). O teste de atividade antifungica demonstrou
0 potencial de inibicdo do extrato etandlico, suas fracbes e das substancias isoladas da
geopropolis de mandacaia contra S. brasilliensis, sinalizando que este produto natural é
promissor para o tratamento da esporotricose.

Palavras chaves — Geopropolis, mandacaia, diterpenos ent-caureno, esporotricose, Sporothrix

brasilliensis,



ABSTRACT

SANTOS, Gabriel Fulgencio. Ent-kaurene diterpenoids isolated from stingless bee
mandacaia geopropolis and antifungal potential (Melipona quadrifasciata anthidioides).
p.99. 2024. Dissertacdo (Mestrado em Quimica). Instituto de Quimica, Departamento de
Quimica Orgéanica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ.

In Brazil there are a variety of species of stingless bees (meliponines), belonging to the Apidade
family. The bee Melipona quadrifasciata anthidioides, regionally known as “madagaia”, is
capable of producing geopropolis, a resinous substance with a complex matrix, consisting of a
mixture of clay with plant exudates. Several biological activities of geopropolis have been
evaluated, such as antibacterial, antifungal, antiviral and antioxidante. Sporotrichosis is an
infection caused by the fungus of the genus Sporothrix, being a zoonosis, which in Brazil is
endemic and transmitted by the fungus Sporothrix brasilliensis. Treatment options, such as
Itraconazole, have been hampered by the emergence of new fungal isolates with drug resistance.
Therefore, the search for new substances that can be used in the treatment of sporotrichosis is
of scientific interest. This work aimed to evaluate the chemical profile, the content of phenolics
and total flavonoids, the antioxidant capacity, isolate and characterize substances from
mandacaia geopropolis (Melipona quadrifasciata anthidioides), in addition to investigating the
in vitro antifungal activity against clinical isolates of S. brasiliensis. The geopropolis was
collected in Bosque da Barra, Rio de Janeiro, and the ethanolic extract of mandacaia
geopropolis (EEGP-M) was prepared in an ultrasonic bath for two hours. Subsequently, the
ethanolic extract was solubilized in methanol: water (7:3 v/v) and partitioned with hexane and
dichloromethane, respectively, generating the fractions: Fr. Hex, Fr. DCM and Fr. MeOH:H:O.
Fr. Hex was subjected to open column chromatography on silica gel, where three diterpenes
with an ent-kaurene skeleton were isolated, the diterpene kaurenoic acid, a cinnamic acid
derivative, kaur-16-en-19-oic acid, 15-[(1-oxo-3-phenyl-2-propen-1-yl) oxy], and another
diterpene ent-caurenal, was characterized as an enriched fraction. Total phenolic and flavonoid
content was evaluated in comparison to gallic acid (GA) and quercetin (QE) standards,
respectively. Fr. DCM obtained the best results, with 1.89 mg Eac/100mg in phenolics and 0.42
Eoqe/100mg in flavonoids. The DPPH assay was used to determine the antioxidant capacity of
the extract and its fractions, again the Fr. DCM fraction showed the best result (ECso = 200
pug/mL), corroborating the results of total phenols and flavonoids. Antifungal activity was
investigated against clinical strains of S. brasiliensis. The best result was observed for the
isolated cinnamic acid derivative (MIC = 0.469 mM), however kaurenoic acid (MIC = 1.875
mM) and the fraction enriched with ent-kaurenal aldehyde (0.187 mg/mL) also showed good
results; among the ethanolic extract and its fractions, Fr. Hex showed the best antifungal
response (MIC= 0.281 mg/mL). The antifungal activity test demonstrated the inhibition
potential of the ethanolic extract, its fractions and substances isolated from mandacaia
geopropolis against S. brasilliensis, signaling that this natural product is promising for the
treatment of sporotrichosis.

Key words — Geopropolis, ent-kaurene diterpenes, mandagaia, sporotrichosis, Sporothrix

brasilliensis,
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1. INTRODUCAO

O Brasil devido a sua vastidao territorial, flora diversificada e por possuir a maior
floresta equatorial e tropical umida do planeta, apresenta-se como grande fonte de substancias
na Quimica de Produtos Naturais (QPN). Grande parte dos produtos naturais e/ou das
substancias isoladas auxiliam na producédo de farmacos ou sdo fonte de inspiracdo na Quimica
Medicinal, além do reconhecido uso na medicina popular (Pinto et al. 2022; Newman et al.
2020).

Neste panorama ha muitas pesquisas, interesses cientificos e comerciais, no que diz
respeito ao produto natural apicola, a prépolis, que consiste em uma mistura de ceras e resinas
de plantas com a saliva das abelhas africanizadas Apis mellifera, (Tran et al. 2020). Ja a
geopropolis, também produto natural apicola, produzido por abelha sem ferrdo, apresenta
numero limitado de uso comercial e de trabalhos cientificos descritos na literatura. Como forma
de comparar esta diferenca, uma pesquisa foi feita na base de dados da Web of Science, desde
1998, ano da primeira publicagdo com o termo “geopropolis”, até més de setembro de 2024,
referente a quantidade de publicacdes por ano para propolis e geopréopolis (Figuras 1 e 2)
respectivamente. Neste periodo a prépolis teve um total de 16.512 publicacdes, enquanto a
geopropolis obteve um total de 134 publicacOes, evidenciando assim, uma grande diferencga.
Diante disso, torna-se relevante o estudo do perfil quimico e das propriedades bioldgicas

atrelados a este produto natural.
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Figura 1. Numero de publicacdes por ano referente a prdpolis (fonte: Informacao coletada na base
de dados Web of Science 1998-2024).
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Figura 2. Numero de publicagBes por ano referente a geopropolis (fonte: Informagao coletada na base
de dados Web of Science 1998-2024).

A geopropolis é constituida por uma mistura de barro e/ou argila com os exsudatos das
plantas, produzida por abelhas sem ferrdo (ASF), também conhecidas como abelhas nativas.
Sua funcdo é fechar frestas, controlar a temperatura e proteger a colmeia. A composicao
quimica pode variar de acordo com o clima, periodo sazonal, solo, vegetacdo e espécie de
abelha produtora (Lavinas et al. 2018; Popova et al. 2019). Sua matriz possui grande
complexidade quimica, por conta disso, a geoprépolis revela-se como uma fonte natural
promissora de substancias bioativas. Dentre as espécies de ASF, este trabalho visou o estudo
da abelha Melipona quadrifasciata anthidioides (Figura 3), popularmente conhecida como

Mandacaia.

i

Figura 3. Abelha Mandacaia (M. quadrifasciata anthidioides) (fonte: https://www.cpt.com.br/cursos-

criacaodeabelhas/artigos/abelhas-sem-ferrao-mandacaia-melipona-mandacaia).
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Abelhas Sem Ferréo

As abelhas sem ferrdo da tribo Meliponini, também conhecidas como abelhas nativas,
fazem parte da familia Apidae, junto com mamangava (Bombini), abelhas europeias (Apini) e
abelhas das orquideas (Euglossini), este grupo de abelhas sdo conhecidos por transportar pélen
em sua corbicula nas pernas traseiras. Deste seleto grupo as abelhas sem ferrdo destacam-se em
ser a maior tribo de abelhas eussociais do mundo (Grdter, 2020; Michener, 2013).

Situam-se, principalmente, nas regiGes tropicais e subtropicais do planeta terra,
encontradas na América do Sul, América Central, sul da América do Norte, Africa, sudeste da
Asia e no norte da Oceania, e possuem mais de 600 espécies descritas (Figura 4), sendo mais
de 200 espécies pertencentes a 29 géneros que estdo espalhadas pelo Brasil (Hrncir et al. 2016;
Lavinas et al. 2018; Tran et al. 2020).
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Figura 4. Distribuicdo de espécies de abelhas sem ferrdo por regides tropicais ao redor do mundo (fonte:
Adptado de Griiter, 2020).

Apesar da grande quantidade de espécies, o0 entendimento bioldgico sobre as abelhas
nativas é considerado inferior em comparagdo as abelhas A. mellifera, uma explicagdo para isso
foi o conhecimento tardio nos grandes centros cientificos sobre as abelhas sem ferrdo. Apenas
no século XVI se deu as primeiras citacbes sobre as abelhas sem ferrdo, que ocorreram
principalmente, pela exploracdo de recursos naturais de paises como Espanha e Alemanha a
América Central e Sul. J& na Oceania, a Australia reportou meliponineos no séc. XVII, em

comparacao, neste mesmo século, a propolis de A. mellifera ja era considerada um farmaco pela
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farmacopeia de Londres (Hrncir et al. 2016; Tran et al. 2020). Entretanto, a meliponicultora é
uma cultura de conhecimento antigo que se iniciou na regido da Mesoameérica, cerca de 300
anos a.C., quando 0s povos originarios passaram a criar abelhas, mais especificamente o0s
meliponineos, a fim de explorar seus produtos naturais (Jones, 2012).

As abelhas sem ferrdo eram tdo importantes para 0s povos pré-colombianos maias que
faziam parte de suas mitologias, sendo representadas por um deus abelha maia Ah-Muzen-Cab
(Figura 5) (Hrncir et al. 2016; Jones. 2013).

Figura 5. Representacdo do deus maia Ah-Muzen-Cab (fonte: Cobdice de Madrid em:

http://www.famsi.org/mayawriting/codices/madrid.html).

A meliponicultora tem um papel de grande importancia para 0 homem, tanto do ponto
de vista da economia, ja que as abelhas possuem posicédo de destaque pelos produtos naturais
gerados, como mel, geoprdpolis, geleia real, cera, entre outros, quanto pela polinizacdo. Cerca
de 40-90% das plantas nativas ou cultivadas nas regides pantropicais sdo polinizadas por
abelhas sem ferrdo, isso porque a grande diversidade morfolégica junto com habitos
generalistas no forrageamento destas abelhas, abrange grande nimero de planta. Dessa forma,
sendo de grande importancia para a manutencdo de biomas, e consequentemente, para
alimentacdo humana (Grdter, 2020; Villas-Boas, 2012; Tran et al. 2020).

Todavia, é valioso entender que os produtos naturais produzidos pelas abelhas sem
ferrdo sdo utilizados para beneficio e sobrevivéncia proprios. As abelhas nativas secretam cera,

e juntamente com resina e exsudados de plantas, solo, argila, e em alguns casos até mesmo
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fezes, produzem a geopropolis. Este material possui as caracteristicas perfeitas para a
construcdo do ninho, podendo ser duro, forte e quebradico ou mole e flexivel dependendo da
necessidade das abelhas (Michener, 2013). Outro fator importante para as abelhas é o controle
de temperatura dentro da colmeia, visto que o funcionamento da colénia depende disso, dessa
forma a capacidade isolante da geopropolis associado a cavidade do ninho e arquitetura
apropriada garante esse ambiente ideal (Griter, 2020). Ademais, a propriedade antibacteriana
da geopropolis age na defesa contra ploriferacdo de microrganismos, como fungos e bactérias.
Sendo assim, esse conjunto de utilidades que a geopropolis apresenta, demonstra seu papel
crucial para os meliponineos (Lavinas et al. 2019; Grdter, 2020).

No que diz respeito ao Brasil, ha uma enorme variedade de espécies de abelhas sem
ferrdo com grandes distin¢Ges regionais, por exemplo as abelhas mandacaia, objeto de estudo
deste trabalho, podem ser encontradas nas regiGes do Nordeste, Sudeste e Sul, ha espécies
também que sdo tipicas de regiGes do Norte e Centro-Oeste, como a abelha jandaira (M.
compressipes). Especificamente, as abelhas sem ferrdo encontradas no Rio de Janeiro sdo a
guarupu (M. bicolor), mandacaia e jatai (Tetragonisca angustula) (Figura 6) (Grter, 2020;
Villas-Boas, 2012).

Guarup Mandagaia Jatai

Figura 6. Abelhas sem ferréo tipicas do Rio de Janeiro (fonte: https://mel.com.br/abelha-mandacaia-
ou-a-mandassaia/>; <https://www.biodiversity4all.org/observations/70008989 e getty images).

As abelhas sem ferrdo se diferenciam das abelhas A. mellifera em muitos aspectos,
devido aos seus distintos processos evolutivos. Enquanto as abelhas A. melliferas sdo uniformes
na sua morfologia e comportamento, os meliponineos sdo bem diversificados em relacdo aos
seus tamanhos (espécies menores que moscas de frutas a espécies maiores que abelhas-
europeias), colénia, biologia de nidificagdo, mecanismo de recrutamento, disposicdo de favos
de cria, rainhas da col6nia e estratégia de estoque (Hrncir et al. 2016; Lavinas et al. 2018). Uma
grande distincdo entre elas esta na estratégia de defesa, enquanto as abelhas A. mellifera
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possuem o ferrdo como grande forma de defesa, as abelhas nativas, por possuirem uma
morfologia atrofiada do ferrdo, possui ninhos mais complexos, sendo eles fortes e dificeis de
serem penetrados. Em algumas espécies atraves de glandulas mandibulares aumentadas, as
abelhas utilizam da mordida como defesa inserindo um liquido contendo &cido formico,
consequentemente causando dor e lesdes (Michener, 2013; Hrncir et al. 2016).

Por fim, sobre a reproducdo dos meliponineos, ocorre 0 enxameamento, processo onde
as colbnias de abelhas sem ferrdo se reproduzem, as abelhas operarias da “colonia-mae”
procuram um novo local para a construcdo de uma nova colbnia, as abelhas transportam
materiais e alimentos, em varias viagens, da “colonia-mae”, posteriormente uma rainha virgem
voa para 0 novo ninho e acasala, dando inicio a rotina padrdo de uma col6nia estabelecida
(Michener, 2013; Villas-Boas, 2012).

2.2. Composicédo Quimica da Geoprdpolis

A geoprépolis é um produto natural, cujo interesse em sua composicdo quimica se
iniciou recentemente, por volta dos anos 90 (Bankova et al. 1998). H&4 uma variedade de classes
quimicas encontradas na matriz da geopropolis, porém observa-se que a maioria das classes sao
de substancias fendlicas, como flavonoides, e 0s terpenoides, como monoterpenos,
sesquiterpenos, diterpenos e triterpenos. Além dessas classes majoritarias, também sdo
encontrados acidos graxos, agucares, aminoacidos, acidos organicos entre outros (Lavinas et al.
2018; Tran et al. 2020).

Cardozo e colaboradores (2015) ao avaliarem o perfil quimico da geoprépolis de trés
espécies diferentes de abelhas nativas, Tetragonista angustula (jatai), M. quadrifasciata
(mandacaia) e M. marginata (manduri) da regido de Prudentdpolis- PR, observaram que as
diferentes espécies apresentam distintas matrizes quimicas, mesmo que oriundas de mesma
regido. Para a abelha mandacaia foi identificado o &cido para-cumaérico (1), enquanto para jatai
observou-se a presenca do flavonoide canferol (2) e para a manduri um diterpeno, o &cido E-

comunico (3) (Figura 7).
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Figura 7. Substancias encontradas em geoprépolis produzida por abelhas sem ferrdo das espécies M.
quadrifasciata, T. angustula, M. marginata da regido Sul do Brasil — Prudentopolis (Cardozo et al.
2015). Acido para-cumarico (1); canferol (2); acido E- comunico (3).

No trabalho realizado por Cunha e colaboradores (2016) foram isoladas duas novas

cumarinas (4) e (5) a partir do extrato etandlico da abelha nativa M. scutellaris (Figura 8).

) OH
Ry
\
HO (0] O
Rz
R
4-Ry- Cinamoiloxi 5- R;- Cinamoiloxi, R, - H

Figura 8. Novas cumarinas isoladas do extrato etandlico de geoproépolis de M. scutellaris. 5,7-diidroxi-
6-(3-metil-2-butenil)-8-(4-cinamoil-3-metil1-oxobutil)-4-propilcumarina  (4); 5,7- diidroxi-6-(4-

cinamoil-3-metil-1-oxobutil)-4-fenilcumarina (5). (Cunha et al. 2016).

Souza e colaboradores (2013) estudaram a geopropolis produzida pela abelha M.
subnitida, popularmente conhecida como jandaira, do estado da Paraiba. A partir de
fracionamento do extrato etandlico e purificacdo por CLAE (cromatografia liquida de alta

eficiéncia) semi-preparativa, isolaram um derivado de &cido cindmico glicosilado (Figura 9).
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Figura 9. Substancia isolada da abelha sem ferrdo M. subnitida. O-cinamoil-1-O-p-cumaroil-S-D-

glucopiranose (6)

Bankova e colaboradores (1998) avaliaram a composicao quimica do extrato etandlico
de geopropolis da espécie M. quadrifasciata anthidioides, oriunda do estado do Parana, por
CG-EM, encontrando uma grande variedade de classes quimicas como, acidos alifaticos,

aldeidos aromaticos, acidos aromaticos, flavonoides, fendis e diterpenos (Figura 10).

Aldeido aromatico:

Acido alifatico:

HO

Acido aromatico:

(0]
HO
OH
HO
OH
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Figura 10. Substancias identificadas da abelha sem ferrdo M. quadifasciata anthidioides (Bankova et.
al. 1998). acido palmitico (7); coniferilaldeido (8); acido galico (9); pinobanksina (10); hidroquinona
(11); &cido desidroabiético (12).
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Ja Bonamingo e colaboradores (2017) ao realizarem a mesma técnica para a mesma
espécie de abelha sem ferrdo, oriunda do estado do Mato Grosso do Sul, determinaram como

constituintes majoritarios terpenos e derivados fendlicos (Figura 11).

Figura 11. Substancias identificadas da abelha sem ferrdo M. quadifasciata anthidioides. s-amirina(13);

acetato de S -amirina (14); apigenina (15) (Bonamigo et al. 2017).

Turco e colaboradores (2024) avaliaram fracGes hidrofilicas de diversas espécies de
abelhas sem ferrdo, como M. bicolor, M. fasciculata, M. marginata, M. quadrifasciata, T.
angustula entre outras, originarias de diversos estados do Brasil. Uma grande variedade de
substancias fenolicas, acidos graxos e outros compostos organicos foram determinados via CG-
EM. Levando em consideracdo as fracdes polares das amostras de M. quadrifasciata algumas
das substancias com maiores abundancias relativas foram, galato de metila, 4-acetoxifenol e

tirosol (Figura 12).

OH HO
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Figura 12. Substancias avaliadas por CG-EM para geopropolis de abelha sem ferrdo M. quadrifasciata

(Torres et al. 2024). galato de metila (16); 4-acetoxifenol (17); tirosol (18).

Evidencia-se, assim, a grande presenca da classe dos fendlicos e terpenos na matriz da
geopropolis, e em especial, quando se trata dos terpenoides, é possivel notar principalmente a
presenca dos diterpenos 4acidos e triterpenos, como visto nas moléculas (3) e (13).

Corroborando, Silva e colaboradores (2023) realizaram a caracterizagcdo quimica do extrato
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hidroalcéolico de geoprépolis de abelha sem ferrdo M. quadrifasciata quadrifasciata oriunda
do estado de Santa Catarina, Brasil. A avaliacdo por cromatografia liquida de ultra eficiéncia
acoplada a aparelho de massas com detector por tempo de voo (CLUE-QTOF-MS) exibiu sinais
tipicos de diterpenos, novamente a substancia (3) foi relatada, além dela outros diterpenos

acidos foram determinados, o &cido isocupressico e o acido cupressico (Figura 13).

HOM

20

Figura 13. Diterpenos acidos encontrados em geopropolis de abelha sem ferrdo M. guadrifasciata

guadrifasciata (Silva et al. 2023). &cido isocupressico (19), acido cupressico (20)

J& no trabalho de Velikova e colaboradores (2000) o isolamento de produtos naturais
quimicos oriundos de geopropolis de abelha sem ferrdo mandacaia, demonstrou novamente a
presenca de diterpenos acidos. Desta vez da classe ent-caureno, onde foram isoladas trés
moléculas, o acido caurenoico, o &cido ent-153-3-metilbutanoiloxi-16-cauren-19-oico e o0 acido

ent- 15B-hidroxi-16-cauren-19-6ico (Figura 14).

21-R=H
22 - R = OCOCH,CH(CH3),
23-R=OH

Figura 14. Diterpenos ent- caurenos isolados de abelha sem ferrdo mandacaia (Velikova et al. 2000).
acido caurendico (21), acido ent-15B-3-metilbutanoiloxi-16-cauren-19-oico (22), &cido ent- 15p-

hidroxi-16-cauren-19-6ico (23).

24



2.3 Os Diterpenos ent-Caurenos

Como citado anteriormente, os diterpenos séo bastantes referenciados e caracterizados
em matrizes de geoprépolis (Lavinas et al. 2018). Uma classe Unica dentro dos diterpenoides
sdo os diterpenos ent-caurenos, seu nome “ent” vem da palavra “enantiomeric” e dado pela
caracteristica de obter valores negativos para rotacdo das moléculas, ou seja, de estereoguimica
inversa aos diterpenos caurenos (Ding et al. 2017). Esta classe possui 20 carbonos tetraciclicos
com esqueleto de 6/6/6/5 anéis (A, B, C e D) (Figura 15), sdo amplamente encontrados nas
familias de plantas como Asteraceae, Lamiaceae, Compositae, Euphorbiaceae, Pteridaceae e
Annonaceae (Ibrahim et al. 2023). Sua primeira citacdo foi em 1961, com a molécula ent-
caureno, isolado na Nova Zelandia a partir do 6leo essencial da folha de Agathis, a planta €

chamada localmente de “kauri pine” (Zhao et al. 2021).

Figura 15. Esqueleto ent-caureno.

Para entender a origem dos diterpenoides ent-caurenos no mundo vegetal se faz
necessario entender a biossintese dessa classe. A biossintese se da a partir do precursor
universal de diterpenos vegetais, o pirofosfato de geranilgeranila (GGPP), sendo primeiramente
convertido a difosfato de copalila (CPP) a partir da acdo de enzimas chamadas de CPP sintase,
também conhecida como caureno sintase A. A estereoguimica dessa transformacéo € totalmente
dependente da enzima. A enzima ent-CPP sintase forma produto ent-CPP (ent-copalil
difosfato), enquanto a enzima syn-CPP sintase forma syn-CPP, logo na biossintese dos ent-
caurenos € a enzima ent-CPP que atua (Zhao et al. 2021).

A perda do difosfato no intermediario ent-CPP possibilita uma cilclizacdo em cascata
gerando carbocation pimarenila A, intermediario triciclico com carbocation terciario no C-8.
Este por sua vez, passa por uma cicliza¢do intramolecular céation-alceno (dupla ligacdo no C-
14 ao C-8), produzindo o intermediario tetraciclico cétion beieranila B, o qual é o precursor dos

beieranos e um ponto de ramificacdo fundamental nas etapas que levam aos cauranos. A partir
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do carbocétion secundario no C-13, ocorre uma migracdo 1-2 alquila (C-12 migrando de C-16
a C-13), formando um intermediario carbocation terciario mais estavel, o cation caurenila ent-
caurenil-16 C. O intermediario C também pode ser formado diretamente do A a partir de
ciclizacdo concertada ou deslocamento alquil (Zhao et al. 2021; Ding et al. 2017). Entretanto,
Hong e Tantillo (2009) realizaram céalculos acerca da biossintese de ent-caurenos, e observaram
que carbocéations secundarios podem ser evitados via duas ou mais etapas de mecanismos
concertados que levam a carbocations terciarios. Por fim, o diterpeno ent-caureno é formado
através da desprotonacgdo gerando a olefina exociclica desejada (Figura 16) (Zhao et al. 2021,
Ding et al. 2017).
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Figura 16. Biossintese de diterpenos ent-caureno (adaptado: Zhao et al. 2021).

A partir deste esqueleto reacdes de clivagem C-C, oxidacdo, fragmentacdes, rearranjos
entre outras ddo origem a uma gama de diterpenos oriundos dessa classe. Diterpenos ent-
caurendicos sdo também citados e creditados pelas suas atividades biolégicas como anti-
inflamatoria, antimicrobiana, anticancer, entre outras (Ibrahim et al. 2023).

2.4 Métodos de Extracao de Geoprapolis
A escolha do processo adequado de extracdo dos constituintes da geopropolis é uma
etapa crucial no que diz respeito a qualidade da matriz (teor de fendlicos e flavonoides),
capacidade bioldgica e rendimento. Assim como as condic¢des definidas relacionado a escolha
do solvente, a temperatura de extracdo e a acdo mecanica (agitacao e pressao, por exemplo).
No que diz respeito a geoprépolis, a metodologia de maceracdo € a mais utilizada
(Batista et al. 2016; Dos Santos et al. 2017; Torres et al. 2016). Outro método bastante

consolidado e citado, principalmente em prépolis, € a extracdo por Soxhlet (Bankova et al.
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2021). Ainda assim, métodos mais atuais, como o banho ultrassénico, surgem como alternativa
para extracdo de substancias ativas de produtos de matriz vegetal e até mesmo animal (Chemat
etal. 2017).

Quando se trata de propolis vale ressaltar que por ser oriunda de resinas de plantas
possui baixa solubilidade em &gua, sendo ideal a extracdo em solventes organicos. A extracdo
ideal de constituintes da (geo)propolis é aguela em que o processo facilita a obtencdo das
substancias ativas em bom rendimento, ao mesmo tempo que elimina a cera que esta presente
neste tipo de matriz natural (Bankova et al. 2021).

A maceracgdo é uma técnica amplamente utilizada que consiste na imersdo do produto
natural em recipiente com solvente por longo periodo, ao se utilizar aquecimento o calor é
transferido por conducédo (Azwanida, 2015). Em relacéo a (geo)propolis predomina a utilizacéo
de misturas hidroalcéolicas na extracdo, estima-se que a concentracao ideal seja de 70-95% de
etanol em &gua, ja o tempo de extracdo é muito variavel, visto que o tamanho das particulas
deste produto natural ndo séo uniformes (Bankova et al. 2021). Por mais que a maceracgao se
apresente como uma técnica simples, tem como desvantagens a necessidade de uso de grandes
quantidades de solvente e demanda de um longo tempo de extracdo (Azwanida, 2015).

Ja& na extracdo por aparelho de Soxhlet, o material a ser extraido € triturado e colocado
dentro de um cartucho (papel de filtro) que é colocado dentro da vidraria. O solvente colocado
em um baldo é aquecido até ebulicdo, e ao ser vaporizado e condensado, entra em contado com
0 material, extraindo os constituintes, 0 processo € continuo, se repete varias vezes (Azwanida,
2015). Em comparagdo com a maceragao, 0 metodo possui como vantagem menor consumo de
solvente, renovagéo do solvente no processo e redugdo no tempo de extracdo. Todavia, 0 uso
de elevadas temperaturas pode alterar as substancias termolabeis presentes no material,
diminuindo a bioatividade do extrato, ademais em (geo)prépolis o aquecimento prolongado
pode aumentar a solubilidade das ceras dificultando o isolamento de outros constituintes de
interesse (Bankova et al. 2021).

Diante das desvantagens citadas nos métodos mais tradicionais, o uso do banho
ultrassbnico surge como alternativa mais atual de metodologia de extracdo. Tal método
extrativo baseia-se no uso da energia ultrassonica para processar matéria, usando efeitos
mecanicos, térmicos e de cavitacdo (Chemat et al. 2017). O efeito mecanico diz respeito a
aplicacdo de ondas ultrassénicas ao meio de modo a induzir a vibracdo das particulas
aumentando a transferéncia de massas. O efeito térmico € a absorc¢do das ondas ultrassonicas

pelo meio sendo convertidas em calor gradualmente. J4 o efeito de cavitacdo, 0 mais
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predominante, refere-se ao acimulo de energia em pequenas bolhas, que ao se romperem criam
micro jatos de alta velocidade levando a uma alta temperatura e presséo localizada (Figura 17)
(Shen et al. 2023; Chemat et al. 2017).

Raio da bolha

5000 K
2000 atm

Formacao Crescimento Colapso

Figura 17. Efeito de cavitagdo no banho ultrassonico (adaptado: Shen et al. 2023).

A técnica de banho ultrassénico consegue minimizar as limitacdes das metodologias
mais tradicionais, ja que alcanca melhores taxas de rendimento, por conta de seu mecanismo de
extracao, possui tempo de extracdo reduzido, ndo utiliza muito solvente e ndo necessita de altas
temperaturas para extracdo, evitando degradacdo dos constituintes e solubilizacdo de ceras
(Chemat et al. 2017; Bankova et al. 2021). Além disso, a extracdo por banho ultrassénico se
encaixa em alguns pardmetros da quimica verde, ja que seu curto tempo de extracdo acarreta
uma baixa no consumo de energia, além de facilitar a manipulacdo e pos-tratamento dos
solventes utilizados visto que se usa poucas quantidades (Chemat et al. 2012).

Outro ponto favoravel para o uso desta técnica esta relacionado a capacidade de extrair
substancias fendlicas mais eficientemente do que as metodologias convencionas, podendo
atribuir melhores atividades bioldgicas ao extrato (Shen et al. 2023). Baseado nisso, Zin e
colaboradores (2018) avaliaram a composi¢do quimica e potencial antioxidante da prépolis de
abelha sem ferrdo por diferentes métodos de extracdo. Os pesquisadores concluiram que o
banho ultrassonico foi capaz de extrair substancias com maior teor em flavonoides e,
consequentemente, fornecer o melhor resultado para a atividade antioxidante, quando
comparado a maceracdo e ao Soxhlet. Além disso, 0 tempo empregado na extracdo por
ultrassom foi menor (apenas 30 minutos), bem como usou um gradiente de temperatura baixo,

demonstrando a vantagem do uso desta técnica.
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2.5 Propriedades Bioldgicas da Geoprépolis

A matriz de geoprépolis por ser oriunda de diferentes espécies de abelhas nativas, bem
como depender dos fatores edafoclimaticos, se apresentam como um produto natural
diversificado e complexo, atraindo pesquisadores a investigar as substancias presentes e as suas
propriedades bioldgicas (Popova et al. 2019). A Tabela 1 apresenta algumas das propriedades

bioldgicas atribuidas para diferentes tipos de geopropolis.

Tabela 1- Propriedades biologicas atribuidas algumas geoproépolis.

Abelha Localidade Atividade Referéncia
biol6gica

Melipona scutellari Tocantins Antioxidante Aratjo et al. 2016
Scaptotrigona bipunctata Santa Catarina Citotoxica Cisilotto et al. 2018
Melipona orbignyi Mato Grosso do Sul  Anti-inflamatéria Santos et al. 2017
Plebeia aff. flavocincta Rio Grande do Norte Cicatrizante Silva et al. 2016
Melipona fasciculata smith Maranhéo Gastroprotetora Pessoa. 2016
Melipona fasciculata Maranhé&o Antileishmania Dutra et al. 2019
Melipona fasciculata Maranhédo Fungistatica Araljo et al. 2016b
Melipona paraensis Amapa Antimicrobiana Dos Santos et al. 2024

Uma das funcdes da geoprépolis para as abelhas sem ferréo é garantir protecao a colmeia
contra microrganismos, 0 que ja indica uma atividade antimicrobiana para este produto natural
(Popova et al. 2019). Diante disso, 0 estudo da atividade antimicrobiana tem sido avaliado para
a geoprépolis como fonte alternativa aos farmacos (dos Santos et al. 2017). Associado a isto, 0
uso indiscriminado de antibidticos pela populacdo vem se tornando um problema sério, pois
tem levado a resisténcia aos farmacos responsaveis por combater patdogenos humanos e de
animais (da Silva et al. 2007).

Sousa e colaboradores (2019) avaliaram extratos etandlicos de geopropolis das espécies
Melipona quadrifasciata anthioides (Mandacaia) e Melipona rufiventris (Urucu-amarela)
adquiridas no estado do Rio de Janeiro, contra a bactéria Staphylococcus aureus pelo método
de difusdo em &gar. Ambos 0s extratos apresentaram inibicao, sendo a geopropolis mandacaia
com 40% de inibicdo e a geoprdpolis urugu-amarela 70,9% de inibicéo.

Ja Cunha e colaboradores (2013) avaliaram o extrato etandlico da geopropolis de M.
scutellaris, da cidade Entre Rios, estado da Bahia, frente a Streptococcus mutans, S. aureus, S.

aureus (MRSA), Enterococcus faecalis, Actinomyces naeslundi e Pseudomonas aeruginosa.
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Os extratos apresentaram concentracdo inibitéria minima (CIM) frente a maioria das cepas
dentro da faixa estabelecida, exceto para P. aeruginosa, porém o melhor resultado foi observado
para em S. mutans (CIM 25-50 pg/mL).

O corpo humano esta a todo tempo passando por processos quimicos e metabdlicos,
inerentes a producgdo de energia, regulacdo do crescimento celular, sintese de substancias etc.
Por consequéncia, Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) sdo geradas, e sdo responsaveis,
guando em excesso, pelo que é conhecido como estresse oxidativo, por causar efeitos deletérios
ao organismo, como enfraquecimento no sistema imunolégico, envelhecimento precoce,
cancer, doencas neuroldgicas entre outros (Vasconcelos et al. 2014). Posto isso, aumenta-se 0
interesse por substancias com caracteristicas antioxidantes, estas poderdo atuar impedindo a
formacdo ou sequestrando os radicais livres. O forte carater antioxidante das substancias
fendlicas vem da sua capacidade de ser um bom agente redutor, quando oxidada sua estrutura
estabiliza o radical fenoxila através da ressonancia, diminuindo a densidade eletrénica no &tomo
de oxigénio (Figura 18) (Kurek-Gérecka et al. 2014), e consequentemente adquirindo um
tempo de meia vida maior. A geoprépolis se caracteriza por possuir substancias com potencial
antioxidante, dentre elas os flavonoides, se caracterizando como um dos grupos presentes em

sua matriz, que se mostram como potentes antioxidantes (Shen et al. 2022).
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Figura 18. Estruturas de ressonancia estabilizando o radical fenolico (Kurek-Gdérecka et al. 2014).

Batista e colaboradores (2016) determinaram a capacidade antioxidante de dois extratos
hidroalcoolicos da geopropolis da espécie M. fasciculata, de dois municipios diferentes do
estado do Maranh@o. Os autores observaram uma maior capacidade antioxidante (CEsg =4,24
pg/mL, pelo método DPPH, para o extrato de geopropolis do municipio Fernando Falcéo,
enquanto a geoprépolis do municipio Palmeirandia obteve CEsp= 19,05 pg/mL. Os autores
relacionaram a atividade antioxidante com a presenca de compostos polifendlicos em
geopropolis de diferentes localidades, destacando assim, a importancia do local de coleta e da

flora visitada pelas abelhas.
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Atualmente o cancer é um dos grandes problemas da humanidade, segundo
levantamento do INCA (Instituto Nacional e Cancer), no Brasil em 2023, houve cerca de
341.350 mil incidéncias de neoplasias para homens, enquanto para mulheres o nimero foi de
244.160 mil casos de cancer. Estima-se que para o Brasil, no triénio de 2023 a 2025, havera
cerca de 704 mil novos casos de cancer (Brasil, Ministério da Sadde. 2023).

A oncologia é a parte da ciéncia que estuda os tumores; que é a proliferacdo celular
desorganizada, com crescimento excessivo, ilimitado e progressivo que ocorre nos tecidos ou
nos 6rgdos. Um dos grandes problemas da doenga esta na dificuldade em determinar as causas
gue a geram, ja que podem ser genéticas (cerca de 5% de causa) ou ambientais (95% de causa),
como sedentarismo, tabagismo, habitos fisicos, substancias quimicas, entre outras (Bezerra et
al. 2021; Cunha, 2017).

Entretanto, o desenvolvimento do cancer no organismo é conhecido e possui nome de
carcinogénese, sendo um processo lento, complexo e de multiplas etapas. Estas etapas podem
ser sintetizadas em trés, a primeira etapa é a iniciacdo, onde a célula sofre a acdo de um agente
carcinogénico causando mutaces no DNA, a célula modificada transmite a mutacdo para as
células filhas. Na segunda etapa ocorre a promocgao que diz respeito a alteracéo, ao longo de
muito tempo em contato com o agente cancerigeno, na expressdo génica da célula. E por fim,
0 Ultimo estagio, a progressdo, onde ha a multiplicacdo desenfreada das células tumorais
(Amaral, 2014).

Os tratamentos para cancer podem se dar atraves de cirurgias e quimioterapias. Porém,
alguns dos tratamentos possuem fortes desvantagens, como no caso dos farmacos
quimioterapicos, pois levam, na maioria das vezes, a efeitos deletérios para os pacientes, como
por exemplo, nauseas, calvicies, anemias, perda de apetite e enfraquecimento. Ademais, danos
sociais e psicologicos sdo associados a alguns desses efeitos colaterais (Bezerra et al. 2021).

Diante disso, a geopropolis tem sido mencionada como uma alternativa promissora para
o0 tratamento menos agressivo ou como uma fonte de substancias isoladas que possam atuar
como candidatos promissores para o tratamento de algum tipo de neoplasia (Cunha, 2017,
Barboza et al. 2020).

Cunha (2017) examinou a geopropolis da abelha sem ferrdo M. fasciculata smith, obtida
no municipio Fernando Falcdo, localizado na regido de cerrado do estado de Maranhdo. O
extrato preparado foi submetido a parti¢éo liquido-liquido formando fragdo hexanica, fracdo
cloroférmica, fracdo acetato de etila e fragdo hidrometandlica. O extrato e as fracfes foram

testados in vitro contra células de tumor Ehrlich, células adenocarcinoma mamario MCF-7 e
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células de linhagem macr6fagos RAW 264.7. Os resultados obtidos mostraram que o extrato
de geopropolis, fracdo acetato de etila e fracdo hidrometandlica foram citotdxicos para as
células tumorais Ehrlich e MCF7.

Ja Barboza e colaboradores (2020) avaliaram dois extratos hidroalc6olicos da
geopropolis de abelha sem ferrdo M. fasciculata Smith, oriundos da cidade de Viana (EHGV)
e do municipio de Pinheiros (EHGP) no estado do Maranh&o. Os extratos EHGV e EHGP foram
testados frente a citotoxicidade contra celulas de tumor de pulméo (A549 e H460) e células de
tumor de ovério (ES2 e A2780). Ambos 0s extratos demonstraram boa citotoxicidade em altas
concentracOes (500 pg/mL) e grande tempo de incubacgéo (72h), visto que inibiram totalmente
a proliferacdo das células nessas condi¢des. Todavia, o melhor resultado foi observado para
EHGV que suprimiu a proliferacdo de células de tumor de ovario (ES2) na concentracdo de
31,25 pg/mL em 48h.

No que concerne as atividades antimicrobianas, devido ao uso indiscriminado de
antibioticos ha a problematica do surgimento de cepas microbianas com alta resisténcia aos
farmacos utilizados, neste contexto, a geoprépolis aparece como uma alternativa terapéutica
(Cunha et al. 2020).

O patogeno Staphylococcus aureus, bactéria Gram-positiva que esta presente na pele,
garganta ou nariz de individuos, e que pode causar uma série de infec¢bes, vem se destacando
no que diz respeito a resisténcia a antibioticos, a cepa resistente a meticilina (antibidtico
betalactamico) de nome S. aureus (MRSA) esta relacionada a maioria das infeccdes
hospitalares e ambientes comunitarios (Cunha et al. 2020).

Sdo poucos os trabalhos na literatura que avaliam atividade biol6gica de substancias
isoladas da geopropolis, no entanto Velikova e colaboradores (2000) avaliaram a atividade
antimicrobiana do extrato de abelha sem ferrdo mandacaia e seus isolados (21), (22) e (23)
frente as cepas de S. aureus e Escherichia coli pelo método de zona de inibicdo. A concentragdo
definida foi de 400 pg para extrato e isolados, onde avaliou-se em milimetros as zonas de
inibicdo. Somente o extrato e o isolado (21) apresentaram inibicdo em S. aureus (16 mm e 17
mm, respectivamente), j& em E. coli apenas o extrato apresentou zona de inibi¢cdo com 16 mm.

Enquanto Cunha e colaboradores (2020) avaliaram o potencial antimicrobiano do
isolado (5) de geopropolis de abelha nativa M. scutellaris contra as cepas resistentes S. aureus
ATCC 25923 (MSSA) e S. aureus ATCC 25923 (MRSA). O resultado foi expresso em
concentra¢do inibitéria minima (CIM) demonstrando resultado contra as duas cepas em

concentracdo de 11,3 uM.
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2.6 Atividades bioldgicas dos ent-caurenos:

Produtos naturais bioativos possuem papel importante no tratamento e prevencédo de
doengas humanas, servindo de fonte de novos farmacos, 0s terpenoides aprecem como uma das
classes de substancias naturais de destaque por conta de seu valor medicinal (Marquez et al.
2023). Dentre eles, os diterpenos ent-caurenos vem se destacando cada vez mais devido as suas
diversas propriedades bioldgicas, como anti-inflamatoria, anti- HIV, anticancer, antimicrobiana
entre outras (lbrahim et al. 2023). Esta classe de substancias aparece em muitas fontes
boténicas, entretanto plantas do género Isodon da familia Lamiaceae, que sdo muito utilizadas
na medicina tradicional popular chinesa, é uma abundante fonte de produtos naturais ent-
caurenos, apesar disso familias de plantas como Asteraceae e Annonaceae também sdo citadas
como fontes de ent- caurenos (Ding et al. 2017; lbrahim et al. 2023).

Sarwar e colaboradores (2020) realizaram levantamento de diterpenos ent-caureno com
atividade anticancer. Dentre eles tem-se a oridonina (24), isolada pela primeira vez em Isodon
rubescens, e ponicidina (25), isolada em 1. rubescens e I. japonicas (Figura 19), onde os
pesquisadores relataram a capacidade dessas moléculas atuarem contra células tumorais. Por
exemplo, a oridonina (24) apresentou atividade contra células OCI-AML3 (leucemia mieloide
aguda, 1Csp 3,27 uM); U-20S (osteossarcoma, 1Cso 17,7 M) e, a ponicidina (25) contra células
HeLa (ICs0 23,1 uM) e GLC-82 (cancer de pulméo, ICso 32,0 uM).
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Figura 19. Estruturas da oridonina (24) e ponicidina (25).

Marquez e colaboradores (2023) isolaram um novo diterpenoide ent-caureno a partir de
folhas de Espeletia semiglobulata e avaliaram seu potencial antimicrobiano. O diterpeno ent-
caur-3-acetoxi-15-eno (26) (Figura 20) apresentou atividade contra cepas de bactérias Gram-
negativas, expressas através dos didmetros de zona de inibicdo (Escherichia coli: 8 mm,

Klebsiella pneumoniae: 10 mm, Pseudomonas aeruginosa: 8 mm).
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Figura 20. Molécula ent-caur-3-acetoxi-15-eno (26).

Ja Nhiem e colaboradores (2014) isolaram novos ent-caurenos a partir dos frutos de
Annona glabra, e avaliaram o potencial inibitério contra oxido nitrico (NO) produzidos por
macréfagos RAW 264.7 estimulados por LPS, visto que NO quando produzido em grande
quantidade expressa processo inflamatério. Dos novos ent-caurenos isolados, o éster 19-O-4-
D-glucopirandésido do &cido 74,17-diidroxi-ent-caur-15-en-19-6ico (27) (Figura 21), foi o que
apresentou melhor resultado de inibi¢do com 1Cso de 0,01 pM, apresentando 6tima capacidade

anti-inflamatoria.
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Figura 21. Estrutura 19-O-f-D-glucopiranosido do &cido 7,17-di-hidroxi-ent-caur-15-en-19-0ico (27).

Zhang e colaboradores (2018) isolaram diterpeno ent- caureno acido ent-7-oxo-caur-15-
en-19-6ico (28) (Figura 22) das cascas de Oryza sativa e determinaram sua atividade
antifingica contra os fungos Magnaporthe grisea e Rhizoctonia solani, estes que afetam
alimentos como arroz. O teste foi descrito em CIM e o diterpeno apresentou atividade contra
os dois fungos com 6,25 pg/mL para M. grisea e 25 pg/mL para R. solani.
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Figura 22. Estrutura da molécula acido ent-7-oxo-caur-15-en-19-6ico (28).

2.7 Esporotricose

A esporotricose € uma infeccdo causada por fungos termodimorficos do género
Sporothrix (Figura 23), sendo eles S. schenckii, S. brasiliensis, S. mexicana, S. globosa e S.
albicans, com carater subagudo ou crénico. Trata-se de uma doenca que se prevalece em regides
tropicais e subtropicais, sendo considerada endémica na América Latina. No que diz respeito
ao Brasil, o fungo S. brasiliensis € o principal causador da infeccdo em humanos e felinos
(Orofino-Costa et al. 2017; Waller et al. 2017).

Figura 23. Fungo do género Sporothrix (fonte: BBC Brasil).

Os fungos Sporothrix sdo constantemente encontrados no ambiente, estando presentes
no solo, madeiras, musgos, fenos e talos de milho, ainda assim, sua ecologia completa ndo é
totalmente compreendida. Humanos costumam adquirir a infecgcdo em periodos recreativos por
via de fixacdo traumatica; outra via é o fato de a infeccdo afetar animais de sangue quente, como
gatos, cachorros, papagaios e passaros, onde mordedura ou arranhadura transmite a infeccéo,

configurando uma zoonose (Chakrabarti et al. 2014). No que diz respeito ao Brasil, a doenca é
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considerada endémica, afetando principalmente os felinos, sendo causada pelo fungo S.
brasiliensis (Waller et al. 2017).

Sobre a epidemiologia da esporotricose no Brasil, historicamente a maior via de
infeccdo dava-se por inoculagdo traumética do agente etioldgico durante manuseio de matéria
organica, sendo a maioria dos casos homens adultos por conta de suas ocupagfes. Todavia no
final da década de 1990, a esporotricose se tornou uma doenca endémica e epidémica no centro
urbano do Rio de Janeiro, principalmente pela transmisséo de gatos infectados para humanos.
Os casos mais graves normalmente, afetam pessoas de classes sécio-econdmicas menos
favorecidas (Chakrabarti et al. 2014).

O exato periodo de incubacdo do fungo e o aparecimento da doenca € desconhecido,
podendo variar de alguns dias a alguns meses, porém a média € de trés semanas. A esporotricose
se manifesta através de trés formas distintas, por conta de diferentes fatores como o modo de
inoculagdo, tamanho da profundidade do indculo traumatico, a até mesmo a imunidade do
hospedeiro (Mahajan et al. 2014; Chakrabarti et al. 2014).

A forma mais comum € a linfocutdnea com cerca de 70-80% dos casos de esporotricose,
apresentando lesdo nddulo-ulcerativa no local de inoculagdo e uma série de nodulos
semelhantes ao longo dos vasos linfaticos proximais. A outra forma é a cutnea fixa,
caracterizada por lesdes localizadas no sitio de inocula¢do, podendo ser nodulos, Ulceras ou
placas verrugosas que ndo cicatrizam. E a Gltima forma é a esporotricose disseminada, esta que
é rara de ocorrer, trata-se de trés ou mais lesdes em dois locais distintos, indicando uma
contaminacdo sanguinea (Mahajan et al. 2014; Chakrabarti et al. 2014).

O farmaco mais utilizado para o tratamento da esporotricose € o Itraconazol (29), porém
outros farmacos podem ser usados como alternativa, por exemplo o Fluconazol (30) e a
Anfotericina B (31) (Figura 24).
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Figura 24. Farmacos disponiveis para tratamento de esporotricose: Itraconazol (29), Fluconazol (30),
Anfotericina B (31).
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Os antifungicos (29) e (30) fazem parte do grupo dos azdis, seu mecanismo de a¢do se
da pela inibicdo da enzima lanosterol 14a-desmetilase, responsavel por transformar lanosterol
em ergosterol, constituinte primordial para a estrutura da parede celular dos fungos. Os
principais efeitos colaterais desses farmacos sdo dores de cabeca, distlrbios gastrointestinais,
caracteristicas hepatotdxica, teratogénica e embriotoxica, ou seja, ndo podem ser utilizados em
gestantes ou pessoas com doencas hepaticas (Orofino-Costa et al. 2017; Mahajan et al. 2014).

J& o farmaco (31) é um polieno lipofilico, sendo capaz de ligar-se ao ergosterol da
membrana citoplasmatica do fungo, causando um aumento na permeabilidade da membrana,
levando a morte celular; além de causar auto-oxidacdo da membrana citoplasmatica e liberacéo
de radicais livres letais. Ao ser administrada de forma intravenosa possui caracteristica
cardiotoxica e danosa aos rins. Porém, é o Unico farmaco indicado para gestantes com doenga
grave (Mahajan et al. 2014).

A utilizacdo de farmacos ja consolidados vem sofrendo dificuldades a medida que novos
isolados fungicos apresentam grande resisténcia, somado a necessidade de um tratamento de
longa duracdo atrelado aos efeitos colaterais e toxicos dos farmacos (Lopes 2019; Waller et al.
2017).

Para prépolis de abelha africanizada héa trabalhos na literatura que relatam sua atividade
anti- Sporothrix. Waller e colaboradores (2017) avaliaram o potencial antifungico de prépolis
marrom comercial do estado do Rio Grande do Sul, Brasil, contra cepas resistentes a Itraconazol
de S. brasiliensi, a avaliacdo da CIM demonstrou melhor resultado de 0,19 mg/mL.

Salomdo e colaboradores (2004) analisaram dois extratos etandlicos de prépolis de
localizagGes distintas, sendo eles um extrato da Bulgaria e outro extrato do Brasil, frente a
atividade biologica de diversos microrganismos, dentre eles o fungo S. schenckii. A
metodologia empregada foi a de halo de inibigdo, de modo que constataram que ambas as
prépolis apresentaram atividade anti- Sporothrix na concentracdo de 2 mg/mL, ao inibirem 14,
7 mm de diametro (propolis brasileira) e 17,5 mm (propolis bulgara).

No que diz respeito a geopropolis, uma busca minuciosa na literatura, demonstra a falta
de dados sobre o uso desse produto natural para atividade antiflngica contra S. brasilliensis,
reforcando a importancia deste trabalho. Todavia, encontra-se na literatura atividade
antifingica contra outros tipos de fungos. Por exemplo, Janior e colaboradores (2019)
avaliaram a atividade do extrato etanolico da geopropolis de abelha sem ferrdo M. subnitida
oriunda do estado da Paraiba, contra Candida. O resultado foi expresso em termos de CIM para

diferentes cepas de Candida sp, os melhores resultados foram contra C. albicans e C. tropicalis,
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com CIM = 250 mg/mL em ambas. Diante das atividades apresentadas, e, necessidade de se
buscar alternativas para a problematica a resisténcia flngica, aumenta-se 0 interesse em
produtos naturais que apresentem atividade antifungica, em especial, neste trabalho, a

investigacdo da geopropolis de mandagaia contra Sporothrix.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral
Avaliar o extrato etanolico da geoprépolis da abelha Melipona quadrifasciata anthidioides
(mandagaia), originaria do Bosque da Barra, Rio de Janeiro, em relacdo a sua composicao
quimica, quanto aos teores de fendis e flavonoides totais, a capacidade antioxidante e a

atividade antifangica frente ao fungo S. brasilliensis.

3.2 Objetivo Especificos

e Preparar o0 extrato etandlico da geoprépolis (EEGP-M) da Melipona quadrifasciata
anthidioides através da técnica de ultrassom;

e Auvaliar o perfil qualitativo do extrato bruto etandlico e das fragdes obtidas por técnicas
cromatograficas (CCDA e CLAE-DAD);

e Avaliar o teor de flavonoides totais e fendlicos do extrato etandlico e das fragdes da
geopropolis de abelha mandacaia por métodos espectrocolorimétricos;

e Avaliar o potencial antioxidante, in vitro, do extrato etanolico e das fracdes de
geopropolis pelo método de captura de elétrons com DPPH;

e lsolar e caracterizar espectroscopicamente (RMN H e BC, HRMS e FTIR-ATR), as
principais substancias da geopropolis;

e Auvaliar a atividade antifungica do extrato, das fracdes e das substancias isoladas de
geopropolis frente a isolados clinicos de S. brasilliensis.
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4. METODOLOGIA
4.1 Material e Métodos

Os solventes usados nos ensaios espectrofotométricos e cromatograficos realizados
neste trabalho foram de grau espectroscopico (VETEC, RJ), e todas as solu¢Bes aquosas foram
preparadas usando &gua ultrapura obtida do sistema de purificacdo Milli-q (Millipore, SP).

Os espectros na regido do Infravermelho (1V) foram obtidos no espectrofétometro da
marca Bruker, modelo Vertex 70, utilizando a técnica de ATR. Os valores das absorcdes
observadas foram representados em nimero de onda e a unidade utilizada foi o centimetro
reciproco (cm™) (CAM-PPGQ-UFRRJ).

Os reagentes carbonato de sdédio anidro e cloreto de aluminio hexahidratado foram
comprados da VETEC (RJ). O reagente utilizado nos ensaios de capacidade antioxidantes 2,2-
difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) foi obtido da Sigma-Aldrich (Merck).

Os ensaios espectrofotométricos foram realizados em um aparelho UV-Vis da marca Bel
Photonics e no leitor de microplacas Elisa (BioRad).

Os experimentos de ressonancia magnética nuclear de *H e *3C, unidimensionais e
bidimensionais, foram obtidos em espectrémetro 500 MHz Avance 111 - Bruker (500 MHz para
'H e 125 MHz para *C) da Central Analitica Multiusuario (CAM-PPGQ-UFRRJ). Os solventes
utilizados nesta andlise foram todos deuterados (CDClz e DMSO-ds), tendo como padrdo
interno o tetrametilsilano (TMS). Os deslocamentos quimicos (8) foram obtidos em partes por
milhdo (ppm) e as constantes de acoplamento (J) foram medidas em Hertz (Hz).

Os espectros de massas de alta resolucdo foram obtidos por equipamento LC-PDA-
QTOF/MS (LC Agilent 1290 Infinity 11) configurado com espectrometro de massa quadrupolo
de tempo de voo (QTOF) da Agilent 6530 (Agilent, Santa Clara, CA, EUA) equipado com
coluna C18 (50mm x 2,1 mm x 1,8 mm, Zorbax extend). As amostras (10 uL) foram analisadas
a 40°C com um fluxo de 0,500 ml min L. A fase mével foi solucio aquosa com 0,1% de 4cido
férmico e 5mM formiato de amonio (A) e acetonitrila com 0,1% de acido férmico e 5mM
formiato de amonio (B). O programa de gradiente iniciado até 5 min com 50% B, depois de 50-
95%B (5 - 8 min), 95-100% B (8 — 9,50 min), 100% B (9,50 —11 min) e, seguido por um
reequilibrio da coluna de 0,5 minutos. Os experimentos de MS foram realizados com fonte de
ionizagdo por spray eletronico (ESI) no modo positivo ou negativo de acordo com as
caracteristicas das amostras com as seguintes condic¢Ges de operacao: vazdo de gas (N2) em 12
L.min; temperatura do gas em 300°C; nebulizador 38 psi; tenséo capilar 3500V; voltagem do

fragmentador em 120V. O modo de varredura completa do MS foi monitorado na faixa de
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massa de 50 a 3200 m/z. Todas as operac¢des, aquisicdo e anélise de dados foram realizadas no

software Mass-hunter acquisition versdo 11.0

4.2 Preparo dos Extratos de Geopropolis

A amostra de geopropolis de Melipona quadrifasciata anthidioides (abelha mandacaia)
(Figura 25) in natura foi obtida no Bosque da Barra, cidade do Rio de Janeiro, em abril de
2015. A amostra foi congelada em freezer, pulverizada em liquidificador industrial até formar
um po fino e armazenada em pote de vidro bem fechado sob refrigeragdo até preparo do extrato.

Cerca de 10g de geopropolis pulverizada foi submetida a extracdo em banho
ultrassénico com 200 mL de etanol P.A. 95% por duas horas, este processo ocorreu trés vezes
com renovacdo de solvente. Posteriormente, o extrato foi filtrado a vacuo e o solvente
evaporado em evaporador rotatorio, para se obter o Extrato Etandlico de Geopropolis
Mandacaia (EEGP-M).

Figura 25. Geoprépolis bruta (Fonte: Autoria propria).

4.3 Particao Liquido-Liquido do Extrato Etanodlico

O extrato etandlico da geopropolis (EEGP-M) foi submetido a uma particdo liquido-
liquido, a partir de solventes organicos com polaridades crescentes (hexano e diclorometano).
Assim, inicialmente ~750,2 mg deste extrato foram solubilizados em metanol-agua (7:3, v/v),
e particionados com (4 x 50 mL) de cada solvente: hexano e diclorometano. Apos particdo, as
fases organicas foram secas com Na>SOs e 0 solvente evaporado em rotaevaporador, gerando
a fracdo hexanica (Fr. Hex), fracdo diclorometano (Fr. DCM) e fracdo metanol-agua (Fr.
MeOH:H:0).
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4.4 Perfil Cromatogréafico das Amostras por CCDA e CLAE-DAD

O extrato bruto e suas fragbes (5 mg/mL) foram analisadas por cromatografia em
camada delgada analitica (CCDA), utilizando cromatofolhas de fase normal com indicador de
fluorescéncia de gel de silica 60 F-254 (Merck, espessura de 0,2 mm). Foram testados diferentes
sistemas para elui¢do seguindo a ordem crescente de polaridade, com o objetivo de se encontrar
um sistema que promovesse a separacdo cromatografica. Os eluentes foram preparados,
conforme a natureza da amostra, visando uma melhor separacdo cromatogréafica. A visualizacdo
das substancias na CCDA se deu por irradiacdo com luz ultravioleta nos comprimentos de onda
de 254 e 365 nm, e através de solucdo de vanilina sulfirica seguida de aquecimento, como
revelador quimico (Fried e Sherma, 1999).

O extrato e suas fragdes foram também analisados qualitativamente por cromatografia
liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD) na concentracao de
5 mg/mL. O perfil cromatogréafico dos extratos e das fracoes foi realizado em cromatografo
liquido (Prominence-Shimadzu) com duas bombas (LC-20AT), detector DAD (SPDM20A),
autoinjetor (SIL-10A), e o controle do equipamento e aquisi¢cdo dos dados foi feito pelo
software LCSolution (Shimadzu). As anélises foram realizadas em coluna analitica de fase
reversa C-18 (250 x 4,6 mm, 5 um de particula, Betasil, Thermo), mantida a 40 °C. A fase
movel utilizada foi agua com 1% de acido acético (solvente A) e metanol com 1% de acido
acético (solvente B) e fluxo constante de 1,0 mL/min. O gradiente de eluicdo iniciou-se com
35% do solvente B a 75% por 10 minutos, 75 a 80% de B em 15 min, 80 a 95% B em 18 min;
95 a 70% em 20 minutos, 2 minutos retornando a 35% de B, onde foi mantido por 2 minutos.
O monitoramento dos cromatogramas foi realizado a 280 nm, visto que a maioria das
substancias encontradas em geopropolis mostram o maximo de suas absorc¢des no ultravioleta,

proximo a esse comprimento de onda.

4.5 Determinacéo de Teor de Fenolicos Totais

A metodologia empregada foi descrita por Salgueiro e Castro (2016), utilizando método
redox com reagente de Folin-Ciocalteau. O extrato etanolico de geopropolis, assim como suas
fracdes, foram solubilizados em metanol grau espectroscépico, na concentracdo de 5 mg/mL.
Foi utilizada neste ensaio uma cubeta de quartzo com caminho éptico de 1 cm.

Uma aliquota de 50 pL das solugdes foi misturada com 2,5 mL de uma solucdo (1:10)
do reagente de Folin-Ciocalteu e 2,0 mL de uma solucéo de Na>COs (4 %) recém-preparada em

agua ultrapura. A mistura reacional foi incubada por 5 minutos a 50 °C, observando-se uma
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mudanca de coloragdo de amarelo para azul. A absorvéncia foi avaliada apds o tempo de
incubacdo contra um branco (agua Milli-gq) a 760 nm (Salgueiro e Castro, 2016). A curva
analitica foi construida com seis niveis de concentracéo utilizando-se solucdes padréo de acido
gélico (VETEC, 99 %) em metanol nas concentracfes entre 25 e 1000 pg/mL; e o ensaio foi
realizado a partir de 50 pL de cada uma das solucdes, de diferentes concentragfes, sob as
mesmas condi¢des reacionais. A constru¢do da curva analitica foi conduzida no software Origin
6.0 para a obtencdo de uma equacéo da reta onde Y é o valor da absorvancia e X a concentracao
correspondente. O teor de fendlicos totais das amostras foi determinado indiretamente por meio
da equagdo Y = 0,12497 + 0,12951X, R = 0,99949. O teor de fenolicos totais foi expresso em

mg EAG.100 mg™? de extrato, as analises foram realizadas em triplicata.

4.6 Determinacéo de Teor de Flavonoides Totais

Assim como para o teor de fendlicos a metodologia utilizada é oriunda de Salgueiro e
Castro (2016), utilizando método de complexacdo com o acido de Lewis cloreto de aluminio.
O extrato etanolico de geopropolis, assim como suas fracdes, foram solubilizados em metanol
grau espectroscopico, na concentracdo de 5 mg/mL. Foi utilizada neste ensaio uma cubeta de
quartzo com caminho éptico de 1 cm.

Uma aliquota de 400 pL de extrato de geoprépolis e suas fragdes foi transferida para
baldo volumétrico de 10,00 mL, em seguida misturou-se com 200 pL de uma solucéo
metandlica de AICls (2 % p/v). O baldo foi avolumado com metanol grau espectroscopico, e as
misturas preparadas foram incubadas a temperatura ambiente durante 30 min, e as leituras
foram realizadas a 425 nm contra um branco (metanol grau espectroscopico).

A curva analitica foi construida com seis niveis de concentracdo utilizando-se solugdes
padrdo de quercetina (SIGMA, 98 %) em metanol com concentragdes entre 1 e 50 pg/mL?, o
ensaio foi realizado a partir de 400 pL de cada uma das solucdes, de diferentes concentragdes,
sob as mesmas condigdes reacionais. A construcdo da curva analitica foi conduzida no software
Origin 6.0 para a obtencdo de uma equagdo da reta onde Y é o valor da absorvéncia e X a
concentracdo. O teor de flavonoides totais das amostras foi determinado indiretamente por meio
da equacdo Y = 0,04078 + 0,06553X, R = 0,99948. O teor de flavonoides totais foi expresso
em mg EQ.100 mg™ de extrato e as analises foram feitas em triplicata.
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4.7 Determinacgéo de Capacidade Antioxidante: Sequestro DPPH

A capacidade antirradicalar foi determinada pelo método espectrofotométrico de acordo
com Salgueiro e Castro (2016), através da redugdo do radical DPPHe (2,2 difenil-1-picril-
hidrazil) pelos antioxidantes presentes nos extratos de geopropolis, observada pela mudanca de
coloragéo, de violeta escuro para amarelo. A atividade antioxidante foi expressa como uma

porcentagem de inibicdo determinada pela equacao:

[AA% — 100 - AbsA-AbsB x 100 ]
AbsC

Onde, AbsA representa a absorvancia da amostra com a solucéo do radical DPPH, AbsB

representa o branco do ensaio, sendo este a amostra com metanol, e AbsC representa o controle
negativo do ensaio, sendo este a absorvancia do DPPH em solucdo metandlica.

Uma aliquota de 71 pL do extrato bruto e suas fragdes, nas concentracdes de 50, 100,
150, 200, 250, 300 pg. mL? respectivamente, foi misturada com 29 pL de uma solugdo 0,3
mmol.L* de DPPH recém preparada em metanol grau espectroscopico. Em seguida, as misturas
foram protegidas da luz por papel aluminio durante 30 minutos, ap0s esse tempo as leituras das
absorvancias foram realizadas a 520 nm utilizando o leitor de microplacas ELISA 680. A
capacidade antirradicalar foi expressa através do CEso (ug.mL?), que corresponde a
concentracdo necesséaria de amostra para diminuir em 50 % a absorvéancia inicial do radical
DPPH (Salgueiro e Castro, 2016).

A curva para o calculo do CEsp foi construida a partir da concentragdo dos extratos
diluidos em cada poco, sendo possivel considerar que [ ] po¢o=0,71. [ ] extrato. Os dados foram
tratados no software Origin 6.0, a partir de uma curva exponencial de primeira ordem, obtida
ao registrar a concentracio das amostras (ug.mL™) versus a porcentagem de atividade
antioxidante (AA%).

4.8 Isolamento das Principais Substancias da Geopropolis

Para isolamento das substancias da Fr. Hex foi realizado fracionamento por
cromatografia em coluna aberta (CC). A fase estacionaria utilizada foi gel de silica 60 (230-400
Mesh). Para o fracionamento, uma coluna de vidro (60,0 cm x 3,0 cm) foi previamente
empacotada com aproximadamente 85 g de gel de silica misturados em 200 mL de hexano. A
amostra foi aplicada na forma de pastilha, onde cerca de 1,00 g da Fr. Hex, solubilizados em
diclorometano, foram misturados com uma quantidade minima de gel de silica que, apos a

evaporacdo completa do solvente, foi aplicada no topo da coluna. Posteriormente, a coluna foi
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eluida com 100 mL de cada uma das misturas seguintes, respectivamente: 100% hexano,
hexano: éter etilico 2% (v/v), hexano:éter etilico 4% (v/v), hexano:éter etilico 6% (v/v), assim
por diante, até hexano:éter etilico 20% (v/v). Foram recolhidas 200 fracdes com volume em
torno de 15-20 mL, e foram reunidas de acordo com a semelhanca observada por cromatografia
de camada delgada analitica (CCDA em gel de silica e utilizando hexano: éter etilico 30% (v/v)
como eluente). Foram reunidos grupos de sub-fracbes que apresentaram perfil quimico
semelhante avaliados por CCDA e revelados com vanilina sulfdrica. Dentre eles, destacou-se a
fracdo 102-116 que apresentou uma mancha de coloracgdo laranja ao ser revelada em vanilina
sulfdrica, resultando em um solido branco (183,5 mg), caracterizado por RMN (*H e 3C) e
espectro de massa. A fracdo 54-61 (18,8 mg), que demonstrou duas manchas, uma de coloragédo
laranja e outra azul, em vanilina sulfurica, em que uma substancia majoritaria foi caracterizada
por (*H RMN e 3C) RMN) e a fracdo 165-182 (104,2 mg) que apresentou 3 manchas de cores
roxo (mais forte), azul e azul escuro em vanilina sulfirica, sendo somente a roxa observada a
254 nm com grande intensidade.

Sendo assim, cerca de 48,7 mg da fracdo 165-182 obtida desta coluna foi submetida a
cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP) em gel de silica, a fim de purificar a
substancia majoritaria da fracdo. A CCDP em fase normal foi preparada em placa de vidro (20
x 20 cm), usando 25 g de gel de silica com gesso e indicador F254 (5 — 15 um/60 A, Silicycle)
e 60 mL de agua destilada. A placa foi deixada a temperatura ambiente por 48 h e ativada em
estufa a 100 °C por 24 h. A eluicdo se deu em hexano:éter etilico 20% (v/v), a revelagéo foi
realizada na luz ultravioleta (UV-254 nm), e em seguida a Unica banda visivel a 254 nm foi
raspada, deixada agitando com acetato de etila e filtrada através de funil. Desta separacéo foi
possivel isolar outro sélido branco (14,4 mg), caracterizado por RMN (*H e *C) e

espectrometria de massas.

4.9 Determinacdo da Atividade Antifungica Através da Concentragdo Minima Inibitoria

Este teste foi realizado segundo o método de microdiluicdo em caldo, seguindo o0s
documentos M38-A2 (CLSI, 2008a) e M27-A3 (CLSI, 2008b) proposto pelo Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) com modificagdes para produtos naturais. O meio
utilizado foi o Roswell Park Memorial Institute (RPMI) - 1640 com L-glutamina, sem
bicarbonato de sodio e com vermelho de fenol como indicador de pH (Sigma). O meio RPMI

1640 foi obtido comercialmente na forma de pé e a suspensdo preparada conforme
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recomendacdo do manual CLSI. A esterilizagdo do meio se deu por filtragdo em membranas de
0,22 um, utilizando pressao positiva e armazenado a -8 °C até a sua utilizacao.

As solucBes estoques dos extratos e dos antifangicos foram preparadas utilizando o
dimetilsulfoxido (DMSO) (Merck, Darmstadt, HE, Alemanha) como diluente por conta de sua
baixa toxicidade. Dilui¢cdes das suspensdes dos extratos, isolados e do Itraconazol (padréo
positivo) em meio liqguido RPMI 1640 tamponado foram preparadas para atingir uma
concentracdo de duas vezes a necessaria para o teste de microdiluicdo em caldo. Nos extratos e
isolados houve a adicdo de Tween 80 para ajudar na solubilidade das substancias no meio de
cultura utilizado. A partir destas, foram realizadas dilui¢bes seriadas usando o meio liquido
RPMI 1640 como base nos micropocos.

As diluicbes seriadas foram realizadas de modo que as concentra¢fes dos extratos e
isolados fossem a metade do poco anterior, com extrato iniciando em 1,125 mg/mL, e isolados
em 1,875 mM em diante, e 0 padrdo Itraconazol variando de 16 pg/mL a 0,0125 pg/mL.

Para a obtencéo do fungo na forma filamentosa, os isolados foram cultivados em meio
Agar Sabouraud Dextrose (SDA) (KASVI, Brasil) e incubados em estufa com circulacio de ar
a 28 °C por 7 dias. Uma suspensao contendo conidios e fragmentos de hifas foi transferida para
um tubo de ensaio estéril com solucdo salina, e apés leve decantacdo, o sobrenadante contendo
os conidios foi transferido para outro tubo de ensaio vazio estéril e homogeneizado em vértex
por 15 segundos. A suspensdo obtida foi utilizada para o in6culo nos micropogos apos ajuste
de acordo com 1 da Escala de Mc Farland.

As placas foram incubadas em estufa com circulagdo de ar a 37 °C e a leitura realizada
apo6s 48 horas de incubagdo. A concentracdo inibitéria minima (CIM) foi determinada
visualmente (com auxilio de lupa) como a menor concentracdo da substancia capaz de inibir o
crescimento fungico. Para interpretacdo dos resultados foi feito a comparacao do crescimento
em cada poco com os pocos controles: Controle do inéculo (controle positivo fungico) e

controle de esterilidade do meio (controle negativo fungico).
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Preparo do Extrato Etandlico e das Fracdes da M. quadrifasciata anthidioides

Para a preparagdo do extrato etandlico bruto, a geopropolis in natura foi resfriada e
moida em um poé fino, este processo se fez necessario pelo carater resinoso desse produto
natural, além de aumentar a superficie de contato de modo a beneficiar a extracdo. Apos a
extracdo de 10g da geopropolis in natura em banho ultrassdnico em etanol ser realizada e o
solvente ser removido, obteve-se 1,97 g (19,75 % m/m) do extrato etandlico bruto da
geopropolis de mandacaia (Figura 26).

Figura 26. Extrato etanélico de geopropolis de mandagaia (EEGP-M).

Ao escolher a metodologia de extracdo de uma matriz natural fatores importantes devem
ser levados em consideracao, como rendimento, custo, e principalmente, eficiéncia na extracdo
de substancias ativas do produto natural.

De acordo com esses aspectos, neste trabalho a metodologia escolhida foi banho
ultrassénico, j& que esta possibilitou uma extracdo mais rapida, com boa taxa de rendimento e
foi capaz de extrair as principais classes quimicas da geoprépolis. Além disso, a extracao por
banho ultrass6nico se enquadra em alguns parametros de metodologia de quimica verde, como
menor uso energético decorrente do processo extrativo mais rapido (Kulkarni et al. 2013).

Ao buscar informagdes na literatura, no que concerne a extracdo de substancias fendlicas
de matriz apicola, a extracdo por maceracdo e em Soxhlet se destacam, sendo utilizadas a
décadas (Bankova et al. 2021). Entretanto, a maceracdo requer longo tempo de extracdo e
comumente alcanga rendimentos mais baixos. Enquanto no emprego de técnica de Soxhlet pode
ocorrer degradacao das substancias fendlicas devido as altas temperaturas do processo em longo
periodo de extragdo, acarretando a diminuicdo da bioatividade dos extratos (Osorio-Tobon,

2020).
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Sendo assim, de acordo com as taxas de rendimento obtidas neste trabalho, a extragdo
por banho ultrassénico se mostrou uma técnica mais eficiente otimizando o tempo de extragéo,
e possibilitando a obtencédo de extrato etandlico com rendimento superior, com 19, 75 % m/m,
frente as extragBes por maceracdo, que costumam ser em torno de 5% m/m, estas que sdo
maioria em geoprépolis (Dos Santos et al. 2017; bankova et al. 1998; Souza et al. 2013).

Bankova e colaboradores (1998) submeteram amostras de geopropolis de M.
compressipes coletadas no municipio de Picos em Piaui-Brasil a maceracdo em etanol a 70%
(v/v), obtendo rendimento de 5% de extrato seco, e geopropolis de M. quadrifasciata
anthidioides do municipio de Prudentépolis no Parana-Brasil, apresentando rendimento de
17%, semelhante ao obtido no presente trabalho. Entretanto, isto ndo implica que todas as
geopropolis de M. quadrifasciata anthidioides vdo apresentar rendimento parecidos ao serem
extraidas com etanol, ja que, como citado anteriormente, a matriz deste produto natural é
dependente de fatores edafoclimaticos.

O trabalho de Santos e colaboradores (2017) comprova como a localidade pode alterar
drasticamente os rendimentos de extracao, nesta pesquisa, 0s autores avaliaram a geopropolis
de abelha M. quadrifasciata anthidioides oriunda do estado do Mato Grosso do Sul. Partindo
de 80 g de geopropolis e usando 240 mL de etanol, fizeram a extracdo através de maceragao
dindmica (uso de agitacdo) e obtiveram rendimento de 4,8%, resultado bem diferente do que
encontrado neste trabalho e no realizado por Bankova e colaboradores (1998).

Ja Souza e colaboradores (2013) realizaram a extracdo por banho ultrassdnico para a
geopropolis de abelha nativa M. subnitida, popularmente conhecida como jandaira, coletada no
estado da Paraiba. A metodologia se deu com 550 g de geopropolis em etanol, resultando 25,8
g de extrato bruto de geopropolis, rendimento de 4,69 %, bem inferior ao encontrado no
presente trabalho.

A partir do extrato etan6lico bruto de geopropolis foi realizado o processo de particao
com diferentes solventes, que tem como objetivo separar as fragOes pelos diferentes graus de
polaridade, para posterior isolamento e identificacdo das substancias ativas presentes. Para isso,
cerca de 750,2 mg do extrato etanolico de geopropolis (EEGP-M) foi particionado com hexano
e diclorometano. A extracdo com os dois solventes de polaridades crescentes possibilitou a
obtencéo de trés fragdes: Fr. Hex, Fr. DCM e Fr. MeOH:H:0 (Figura 27).
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Fr. Hex Fr.DCM Fr. MeOH:H20
Figura 27. Fracdes de particdo liquido-liquido.

As fragdes foram rotaevaporadas separadamente e avaliadas quanto ao perfil quimico
por CCDA, CLAE-DAD, o teor de fendlicos e flavonoides, e a capacidade antioxidante. Os
rendimentos das fragdes oriundas da particdo com solventes de polaridades distintas estdo na
Tabela 2.

Tabela 2- Rendimento (%) das fracOes obtidas a partir do extrato bruto (750,2 mg) da geoprdpolis de

mandacaia (n=4).

Amostras Massa (mg) Rendimento (%)
Fr. Hex 419,30 55,89 +£3,11
Fr. DCM 256,30 34,16 £2,16
Fr. MeOH:H,0 12,50 1,66 + 0,07

Para o fracionamento foi utilizada a técnica de particao liquido/liquido, que explora a
imiscibilidade de alguns solventes organicos com agua. Esse fracionamento implica em uma
dissolucdo seletiva das substancias, distribuindo-se em um dos dois solventes imisciveis,
visando uma separagdo (semi-purificacdo) das substancias através de suas polaridades. A
eficiéncia da extracdo entre as fases depende da afinidade do soluto pelo solvente de extracéo,
da razéo das fases e do numero de extracBes (Queiroz, S. et al. 2001). Utilizou-se solventes de
polaridades crescentes com o intuito de separar os constituintes quimicos da matriz complexa
de geoprépolis, de maneira a facilitar o estudo das classes quimicas, e entender quais tipos de
substancias apresentam atividade antioxidante e/ou antifingica.

A partir dos rendimentos obtidos, foi possivel observar que a Fr. Hex apresentou maior
rendimento de particdo, indicando que substancias apolares sdo mais abundantes nesta
geopropolis, seguido da Fr. DCM para substancias de média polaridade. J4 a Fr. MeOH:H20
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apresentou baixo rendimento, demonstrando que a matriz desta geopropolis é pobre em
moléculas de carater mais polar Tabela 2.

A fim de avaliar os possiveis constituintes quimicos presentes no extrato etandlico e nas
fragOes, estas foram, preliminarmente, analisadas por cromatografia em camada delgada
analitica (CCDA) em gel de silica. Esta que se configura como uma técnica rapida, barata e de
facil execucdo permitindo fornecer informagdes preliminares sobre a polaridade e até das
classes das substancias presentes através do uso de reveladores fisicos e/ou quimicos.
Posteriormente, os extratos etanolico e suas fragdes também foram avaliados por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE-DAD).

O extrato bruto e suas fragdes foram inicialmente avaliados por CCDA usando como
eluente cloroférmio:acetato de etila 20% (v/v); onde apresentaram o comportamento exibido
na Figura 28, na qual pode-se observar as substancias presentes em cada amostra. Através da
visualizagdo da CCDA sob a lampada UV (254 nm) foi possivel observar a presenca de
substancias apolares (com fator de retencdo, Rf= 0,8) no extrato bruto e na fracdo hexanica, e
manchas mais polares com menor intensidade (Rf = 0,67 e Rf = 0,54) na fracdo diclorometano
(Figura 28 A).

Em seguida a placa foi revelada com vanilina sulfirica, que ap6s aquecimento mostrou
a formacdo de outras manchas coloridas com diferentes fatores de retengdo (Figura 28 B).
Algumas bandas coradas de azul e rosa corresponderam as bandas visualizadas somente ap6s o
uso do revelador. Com relacéo a placa cromatografica revelada em vanilina sulfarica (Figura
28 B), que € considerado um revelador universal, foi possivel notar a presenca de substancias
majoritarias.

A vanilina sulfarica € um revelador utilizado em CCDA para a detec¢do de terpenoides
e flavonoides. As cores rosa, azul, roxo e laranja, apresentadas nas placas reveladas com este

revelador pode inferir a presenca de terpenos e substancias fenélicas (Wall, 2005).
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Figura 28. Perfis cromatogréaficos (CCDA em silica) dos extratos e fracdes na concentragdo de 5
mg/mL. A- UV a 254 nm; B- Revelada com vanilina Sulfarica. 1- EEGP- M; 2- Fr. Hex; 3- Fr. DCM;
4- Fr. MeOH:H-O. Eluente cloroférmio: acetato de etila 20% (v/v).

Estes resultados confirmam que a fase movel utilizada resultou em uma boa separagao
das substancias, possibilitando melhor visualizacdo das bandas cromatograficas. Através da
analise por CCDA observou-se também, que a parti¢do proporcionou uma separa¢ao preliminar
(semi-purificacao) das substancias quando comparadas ao extrato bruto etandlico. Na Fr. Hex
observa-se a presenca de substancias de carater mais apolar (manchas mais azuladas), visto que
se tem manchas menos retidas na silica; jA a Fr. DCM apresentou substancias de média
polaridade a partir do extrato bruto (coloracao rosa) e a Fr. MeOH:H20 apresentou manchas
com mesma coloragdo rosa da fragcdo diclorometano, porém com menor intensidade, ou seja,
menor concentracao.

Estes resultados confirmam que a fase movel utilizada permitiu uma boa separagéo das
substancias, possibilitando uma melhor visualizacédo das bandas cromatograficas. Para melhorar
a visualizagdo das manchas na Fr. Hex, visto que as substancias eluiram bastante (Figura 28),
efetuou-se outra CCDA com a diminuicéo de forca do solvente para hexano:éter 20% (v/v).
Pode-se notar que neste novo eluente houve uma maior separagédo entre as substancias, sendo
possivel observar uma mancha bem visivel na luz UV 254nm (Rf = 0,34), que corou roxa com
vanilina sulfarica. Além disso, verificou-se a presenca de outras manchas, que s6 foram
visualizadas ap6s o uso do revelador quimico, ndo aparecendo no comprimento de onda de 254
nm (Figura 29).
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Figura 29. Perfil cromatogréfico (CCDA) da fracdo hexanica de geopropolis na concentracdo de 5
mg/mL. A- UV 254 nm; B- Revelada com vanilina sulfurica. Eluente hexano:éter 20% (v/v).

O extrato etanolico e as fracdes (Fr.Hex, Fr.DCM e Fr. MeOH:H20) foram
submetidos a anélise qualitativa por CLAE-DAD em fase reversa para o avaliacdo geral do seu
perfil quimico. A Figura 30 mostra a sobreposi¢cdo dos cromatogramas no comprimento de

onda 280 nm.

uv
800000

700000

600000

500000

400000

300000

200000

100000

0.0 25 5.0 75 10.0 125 15.0 175 20.0 225 25.0 215 30.0 325 35.0 375 40.0 425 45.0 475  min

Figura 30. Sobreposig&o dos cromatogramas CLAE-DAD em fase reversa na concentragio de 5 mg/mL. Rosa-

EEGP-M; Verde- Fr. Hex; Azul- Fr. DCM e Preto- Fr. MeOH:H2O (gradiente H;O/1%AcOH -
MeOH:1%AcOH).
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O extrato bruto (EEGP-M) apresentou uma banda de maior intensidade com tempo de
retencao (tr) de 36 min e espectro no UV com Amax = 277 nm, que pode estar relacionado as
bandas de absor¢édo de derivados de &cido trans-cindmicos (Amax= 268 nm a 272 nm) (Figura
31) (Salum et al. 2015). Como a CLAE foi realizada em fase reversa, é possivel inferir se tratar
de uma porcdo mais apolar conectada a algum derivado do &cido cinamico; além desta

substancia, outros constituintes minoritarios mais polares aparecem (menor tempo de retencdo).
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Figura 31. Absorgdo no UV para o pico de maior intensidade da Fr. Hex.

O fracionamento por particdo permitiu verificar que a apresentou um cromatograma
com menos substancias, que absorvem em 280 nm, quando comparado ao extrato bruto, sendo
0 pico apolar de tr = 36 minutos 0 majoritario. Vale ressaltar que por mais que a Fr. Hex
aparenta ser de perfil quimico mais simples, o detector de arranjo de diodos sO € capaz de
detectar substancias com cromdéforos que absorvam na regido selecionada (200-400 nm), estas
que sdo moléculas com ligagdes m simples e/ou bastante conjugadas, de forma que quanto maior
a deslocalizacdo dos elétrons pela molécula, menor € a diferenca de energia homo e lumo.
Consequentemente, pela energia ser inversamente proporcional ao comprimento de onda, estas
moléculas sdo capazes de absorver em maiores comprimentos de onda (Shukla et al. 2012).
Dessa forma, pode-se inferir que a Fr. Hex tem poucas substancias que absorvem no UV,
levando a ideia de que, provavelmente, o perfil &€ mais alifatico.

Ja a Fr. DCM mostrou picos mais intensos (entre tr 11 — 23 min), que ndo haviam sido

observados tdo facilmente no extrato bruto, evidenciando que estes foram suprimidos pela
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maior intensidade, concentracdo, da banda mais apolar (tr = 36min) no extrato bruto. A Fr.
MeOH:H:0, a de menor rendimento, foi também a que se apresentou com menor intensidade
quanto ao perfil quimico observado, quando comparada com a fracdo hexano e diclorometano.

Este resultado também foi observado na CCDA (Figuras 28 A e B).

5.2 Teor de Fendlicos e Flavonoides Totais e a Capacidade Antirradicalar in vitro do

Extrato Bruto e das Fracgdes de Geopraépolis

O extrato etandlico (EEGP-M) e as fragOes extraidas com diferentes solventes (Fr.
Hex, Fr. DCM, Fr. MeOH:H20) foram avaliados quanto aos teores de fendlicos e flavonoides

totais e sua capacidade antioxidante (Tabela 3).

Tabela 3 - Teor de fendlicos totais (TP), flavonoides totais (TF) e capacidade antioxidante pelo
método de DPPH do extrato etandlico bruto (EEGP-M) e das suas fracdes.

AMOSTRAS TP? TFP CEso°
EEGP-M 0,63 +0,017 0,15 + 0,003 203,50 + 0,90
Fr. Hex - - -
Fr. DCM 1,89 + 0,022 0,42 +0,006 200,22 +0,70
Fr. MeOH:H.0 0,67+ 0,003 0,23 0,009 467,92+1,13

a- mg Eac 100mg* de extrato; b — mg Eqe 100mg™ de extrato; ¢ - CEsp em pg mL™?; resultados representam
média +desvio padréo (n=3).

A propolis possui legislacdo determinada pelo Ministério da Agricultura e do
Abastecimento na Instrucdo Normativa n°3, Anexo VII, para determinar sua identidade e
qualidade quanto ao teor minimo de flavonoides (0,25% m/m) e de fendis totais (0,50% m/m)
(Brasil, 2001). Entretanto, para geoprépolis ndo ha uma legislacdo especifica, mas buscando
um comparativo, observou-se que o teor de fenolicos totais variou de 0,063-0,189% e o de
flavonoides de 0,015-0,042%, podendo ser considerado uma geopropolis de baixo teor com
relacdo a esses parametros.

Ao se observar os dados da Tabela 3, os melhores resultados para fendlicos e flavonoides
foram para a Fr. DCM; a Fr. MeOH:H20 e 0 EEGP-M exibiram resultados proximos e a Fr.
Hex nédo apresentou resultados acima da faixa de detec¢édo, condicente com a falta de detec¢édo
de substancias cromofoéricas demonstrado pela CLAE-DAD. Os valores obtidos podem estar
relacionados a questdo da polaridade e da concentracdo das substancias presentes em cada
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amostra, uma vez que a particdo liquido-liquido foi capaz de acumular substancias de
polaridades um pouco maiores na Fr. DCM, explicando, também, a sua auséncia na Fr. Hex.

Cardozo e colaboradores (2015) determinaram os teores de fendlicos e flavonoides para
diferentes extratos etandlicos de geoprdpolis de abelhas nativas jatai, mandacaia e manduri, no
estado do Parang, Brasil. A geoprdpolis de mandacaia deste trabalho apresentou faixa de teores
de fenolicos entre 0,29 - 1,11 mgEac/100mg e faixa de teores de flavonoides de 0,02 - 0,17
mgEqe/100mg, na mesma faixa dos valores encontrados para EEGP-M. Ja a geopropolis de
abelha jatai apresentou valores maiores, na faixa de 0,18 - 2,06 mgEac/100mg para fenolicos e
a mesma faixa em flavonoides 0,03 - 0,26 mgEqe/100mg. A geopropolis de abelha manduri
apresentou resultados superiores ao encontrado neste trabalho, com teores de fendlicos na faixa
de 10,00 - 65,24 mgEac/100mg, e de flavonoides na faixa de 0,12 - 0,66 mgEqe/100mg.

Silva e colaboradores (2016) investigaram os teores de fendlicos e flavonoides do extrato
hidroalcodlico de abelhas sem ferrdo Plebeia aff. flavocincta, oriunda do estado do Rio Grande
no Norte, Brasil; computando como melhor resultado de 9,40 mgEac/100mg de teor de
fendlicos e 22,00 mgEqe/100mg para teor de flavonoides, resultado muito superior ao
encontrado neste trabalho.

Quanto a capacidade antirradicalar o teor variou de 200,22 — 467,92 pg/mL. A literatura
descreve uma relacdo direta entre a quantidade de fenolicos e flavonoides com a capacidade
antioxidante, ja que substancias fendlicas sdo capazes de atuarem como bons agentes redutores
(Batista et al. 2016). Corroborando o que foi observado neste trabalho, a Fr. DCM exibiu 0
melhor resultado de CE50=200,22 pg/mL e teve os melhores teores de fendlicos e flavonoides
(Tabela 3), enquanto a Fr. Hex ndo demonstrou capacidade antioxidante detectavel.

Torres e colaboradores (2018) avaliaram o teor de fendlicos totais para duas geopropolis de
abelha sem ferrdo na regido de Rio das Antas, Brasil, a M. quadrifasciata quadrifasciata e a
Tetragonisca angustula; obtendo resultados de 0,387 mgEac/100mg e 0,126 mgEas/100mg,
respectivamente. A geoprépolis de M. quadrifasciata quadrifasciata que obteve maior teor de
fenolicos foi a que apresentou maior capacidade antioxidante (CEso = 241,8 ug/mL); jaa T.
angustula obteve CEso = 2433 pg/mL, ambos resultados inferiores ao obtidos neste trabalho
(EEGP-M e Fr. DCM).

J& Batista e colaboradores (2016) ao avaliarem geopropolis de abelha nativa Melipona
fasciculata, do estado do Maranhdo-Brasil, verificaram elevados teores de fenolicos (84,7

mgEac/100mg) e 6timos resultados de capacidade antioxidante (5,92 pg/mL).
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Bonamigo e colaboradores (2017) avaliaram geopropolis de M. quadrifasciata anthidioides,
da regido centro-oeste do Brasil, e encontraram capacidade antioxidante pelo método DPPH de
60,91 pg/mL, melhor do que relatado neste trabalho, indicando que a questdo geografica,
incluindo clima, flora, podem interferir no perfil quimico e consequentemente na atividade

antirradicalar.

5.3 Isolamento e Caracterizacdo das Substancias da Fr. Hex de Geopropolis

As substancias da Fr. Hex foram escolhidas inicialmente para realizar o isolamento
devido aos seguintes fatores: o rendimento e o perfil quimico obtido em relacdo as demais
fracdes; e pela abordagem bioguiada relacionada a sua atividade antifangica, que sera discutida
posteriormente neste trabalho.

O processamento cromatografico da fragdo hexanica, analises por RMN (*H e $3C uni e
bidimensional), HRMS e FTIR-ATR permitiram o isolamento e, posteriormente, a identificacao
de trés substancias, sendo duas delas inéditas em geoprdpolis (32 e 33), cujas estruturas sdo

apresentadas na Figura 32 abaixo:

Figura 32. Substancias isoladas e caracterizadas da Fr. Hex de geopropolis de mandacaia

A substancia 21 foi isolada por cromatografia em coluna aberta com gel de silica, como
um sélido branco caracterizado como acido caurenoico, enquanto a substancia 32 como sélido
branco caracterizado como &cido caur-16-en-19-6ico, 15-[(1-oxo-3-fenil-2-propen-1-il)oxi], a
partir de coluna aberta e posteriormente uso de cromatografia em camada delgada preparativa.
Ja a substdncia 33 foi caracterizada como ent-caur-16-en-19-al a partir de uma fracdo
enriquecida oriunda de cromatografia em coluna aberta com gel de silica.

As substancias 21, 32 e 33 também foram examinadas por CCDA usando como eluente

hexano :éter 20%, e avaliadas na ldmpada UV 254 nm e com vanilina sulfirica (Figura 33).
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Figura 33. Perfis cromatograficos (CCDA em silica) com hexano :éter 20%, das substancias isoladas
na concentracdo de 1 mg/mL. A- UV a 254 nm; B- Revaladas com vanilina Sulfurica. 1- Substancia 33;
2- Substancia 21; 3- Substancia 32.

5.3.1 Caracterizagdo do Acido Caurendico Isolado (21)

A substéncia 21 foi isolada como um solido branco amorfo solGvel em diclorometano e
cloroférmio, com ponto de fuséo de 162 °C, valor este condizente com a literatura (163 — 164
°C) (Monte et al. 1988) e pureza de 99,31% calculada por LC-MS. A avaliagédo do solido branco
adquirido se deu, inicialmente, por CCDA usando como eluente hexano:éter 20% (Figura 33).
A andlise da CCDA na lampada, no comprimento de onda de 254 nm, ndo permitiu visualizar
nenhuma mancha. indicando que a molécula ndo possui cromoforos suficiente. Porém, quando
a CCDA foi revelada com vanilina sulfirica, uma Unica banda alaranjada foi observada (Rf
0,40), demonstrando perfil lipofilico de uma molécula que possivelmente contém grupos
alifaticos.

Posteriormente, o sdlido foi analisado por FTIR-ATR a fim de se determinar as
principais fun¢bes organicas presentes (Figura 34). Foi observado uma banda forte de absorcao
em 2880 cm™ caracteristico dos estiramentos C-H de carbono sp® (metila e metileno),
confirmada pelo aparecimento da banda de deformagdo angular de C-H (C- sp®) em 1470 cm™.
E possivel também, observar certo alargamento proveniente da presenca do estiramento O-H
do &cido carboxilico em torno de 3000 — 2500 cm?, que é confirmada pela banda de estiramento
da carboxila de &cido em 1690 cm™. Ademais visualiza-se uma pequena banda em 1660 cm™
caracteristico de estiramento C=C exociclico em anéis de cinco membro, e a banda em 820 cm"
! que corresponde a deformagdo angular fora do plano de C-H de olefina vinilica (Pavia et al.
2021).
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Figura 34. Espectro FTIR-ATR do &cido caurendico (21).

Na Tabela 4 estdo listados os valores de deslocamento quimico obtidos para os
espectros de RMN de 'H (500 MHz) e 3C (125 MHz) para o écido caurendico (21), em

comparagdo com dados relatados na literatura (Monte et al. 1988).
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Tabela 4- Dados espectrométricos de RMN 'H (500MHz, DMSO0-d6) e RMN 3C (125MHz,
DMSO0-d6) da substancia 21 isolada em comparacdo com valores do acido caurenoico da
literatura (Monte et al. 1988; Dang et al. 2005).

Carbono Su (ppm) S (ppm) oc &c (ppm)
Literatura* (ppm) Literatura*
4 - - 43,29 43,8
8 - - 44,26 44,2
10 - - 39,56 39,7
16 - - 155,48 155,9
19 - - 179,06 184,6
CH
5 1,02 1,07 56,47 57,1
9 1,04 54,77 55,1
13 2,60 (s) 2,66 43,65 43.9
CH:
1 Ha—1,79 Hp— 0,78 (td) 40,70 40,7
2 Ha- 1,78 Hp- 1,35 19,30 19,1
3 Ha- 2,04 Hp — 0,94 (td) 38,08 37,8
6 1,74 2,07 22,10 21,8
7 Ha- 1,45 Hp- 1,39 Ha- 1,6 Hp- 1,4 41,22 41,3
11 Ha- 1,54 Hp- 1,55 Ha- 1,61 Hp- 1,63 18,47 18,4
12 Ha- 1,56 Hp- 1,41 33,16 33,1
14 Ha- 1,90 Hp- 1,03 39,64 39,7
15 Ha- 2,05 Hp- 1,99 48,97 49,0
17 Ha- 4,60(S) Hp- 4,40 (s) Ha-4,82(s) Hr-4,76 (s) 103,81 103,0
CHs
18 1,10 (s) 1,19 29,07 29,0
20 0,89 (s) 0,98 15,87 15,6
*CDCl3

A andlise do espectro de RMN H permitiu identificar a presenca de muitos sinais na
regido alifatica chamando atencdo para a possibilidade de ser uma estrutura da classe dos
terpenoides. Ademais, constatou-se sinais de deslocamento quimico distintos para hidrogénios
de mesmo carbono (por exemplo: H1a, H1p), devido aos diferentes ambientes quimicos
referentes a posicdo equatorial e axial, indicando possivel presenca de terpeno ciclico.
Analisando o espectro de RMN *H observa-se a presenca de dois simpletos na regiao de 8 0,89
e 1,11 com integrac&o para trés hidrogénios indicando metilas ligadas a carbono quaternario. A
presenca de simpleto largo na regido de 61 12 indica a presenca de hidroxila de acido
carboxilico. Os hidrogénios de dupla exociclica H17a (4,60 ppm) e H17, (4,40 ppm) se
apresentam como dois simpletos, devido a pequena diferenca de ambiente quimico, com J de 5

Hz caracteristico de hidrogénios geminais.
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J& os deslocamentos quimicos obtidos no experimento DEPT-Q indicaram a presenca
de cinco carbonos quaternarios, sendo o sinal 6.179,06 caracteristico da carboxila de acido (C-
19), e o sinal em &¢ 155,48, correspondente ao C-16 tipico de carbono quaternario de dupla
exociclica. E possivel verificar, também, a presenca de dez carbonos metilénicos, sendo nove
deles na regido alifatica, e o sinal em &; 103,81 compativel com -CH terminal da dupla
exociclica (C-17). Por fim, nota-se a presenca de trés carbonos metinicos (C-5 - 56,47 ppm, C-
954,77 ppm e C-13 - 43,65 ppm) e duas metilas (C-18 — 29,07 ppm e C-20 — 15,87 ppm).

As Figuras 35 e 36 apresentam, respectivamente, os espectros de RMN tH (500 MHz)
e 13C (125 MHz), contendo os deslocamentos quimicos do acido caurendico.
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Para determinacdo estrutural inequivoca do acido caurendico foi utilizado a técnica

espectroscopica de ressonancia magnética nuclear bidimensional, através do experimento de

correlacdo de ligagcBes multiplas heteronucleares (HMBC) e coeréncia quantica Unica

heteronuclear (HSQC). Por se tratar de um esqueleto diterpénico caureno onde ha certa

complexidade para se determinar o deslocamento quimico de determinados carbonos,

principalmente os de regido alifatica, estas técnicas foram muitos importantes. A Figura 37

apresenta o espectro HSQC de 'Jch e as Figuras 38 e 39 apresentam espectros de HMBC para

0 4cido caurenoico, possibilitando pelas acoplamento a longa distancia (?Jcr e Jcw), determinar

os devidos deslocamentos quimicos.
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Figura 37. Espectro HSQC expandido na regido alifatica (x = ppm RMNH; y = ppm RMN *3C) do

acido caurendico (21).
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(21).

Com o auxilio do HMBC foi possivel definir os acoplamentos a distancia, além de
determinar os deslocamentos quimicos. Na Figura 38, se vé 3Jcy entre o carbono da carboxila
C-19 (179,06 ppm) com os hidrogénios da metila C-18 (1,10 ppm), *Jcx do carbono quaternario
de dupla exociclica (C-16 155,4 ppm) com os hidrogénios metilenicos (1,99 ppm) do C-15 e
3Jcn entre os hidrogénios vinilicos do CH: da dupla exociclica (2H-17) com o C-15 (48,7 ppm)
e com o C-13 (43,6 ppm).

J& a Figura 39 o HMBC ajudou na determinacdo dos deslocamentos na regido
alifatica, visto que em diterpenos esta regido apresenta complexidade devido a quantidade de
sinais muito proximos. Os acoplamentos mais importantes vistos foram C-5 (56,47 ppm) 3Jcn
com 3H-18 (1,10 ppm); C-4 (43,29 ppm) 3Jcr com 3H-18 (1,10 ppm); C-3 (38,08 ppm) 3Jcw
com 3H-18 (1,10 ppm); C-5 (56,47 ppm) 3Jcn com 3H-20 (0,89 ppm) e C-10 2Jcn com 3H-20
(0,89 ppm).
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Figura 39. Espectro bidimensional HMBC expandido entre 0-90 ppm em RMN®C e 0-3,5 ppm em
RMN!H (x = ppm RMN!H; y = ppm RMN*C) do &cido caurendico (21).

A estrutura do acido caurendico (C20H3002) também foi confirmada através do seu ion
molecular [M-H] = 301.2182, obtido atraves de cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massa de alta resolugdo (LC-MS-QTof, modo negativo) (Figura 40). O
espectrometro de alta resolugdo pode ser utilizado para obtencdo de informagfes de massa
acurada (< 1 ppm) e para fragmentacdo de ions em modo positivo e negativo, o que possibilita
a realizacdo de analises qualitativas e quantitativas.

O uso da espectroscopia de massa utilizando a ionizacdo por eletronebulizacdo (ESI-
electronspray ionization) no modo negativo, levou a uma menor fragmentagdo dos ions
gerados, 0 que permitiu a deteccdo da massa molar do acido caurendico através da observacao
de sua massa desprotonada (M-H). O valor observado (301.2182) esta de acordo com o valor
teorico calculado (301.2173).
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Figura 40. Espectro de massas do acido caurendico obtido através LC-MS-QTOF(-) Agilent .

No esquema 1 é apresentado uma proposta de fragmentacdo, com valores de m/z
préximos do que encontrado experimentalmente, que justifica a elucidacao estrutural do &cido

caurenogico (21).

m/z 52,07
H,C—=C=—=C=—=CH,

-
—

- .

0 coor m/z 249,18
m/z 301, 21 m/z 301,21
m/z 188,15 /
H
Rearranjo 1,3 - co0o-
Coo”
m/z 301, 21

m/z 301,21 m/z 113,06

Esquema 1 — Proposta de fragmentacéo para o acido caurendico.

Uma busca na literatura foi realizada, e foi encontrado apenas um trabalho indicando o
isolamento e atividade antibacteriana de acido caurendico e outros &cidos ent-caurenos em
matriz de geopropolis de M. quadrifasciata anthidioides, mesma espécie deste trabalho, no
estado do Parana (Velikova et al, 2000).
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O é&cido caurenoico ja é uma molécula bastante descrita na literatura e bem conhecida
como constituinte de plantas superiores, apesar de ser encontrado também em alguns fungos e
bactérias, esta que apresenta diversas atividades bioldgicas como atividade antidiabética, anti-
inflamatoria, citotoxica e antimicrobiana, por conta disso seu esqueleto é bastante usado como
precursor sintético de diterpenos ent-caurenos (Villa-Ruano et al. 2016).

Choi e colaboradores (2011) determinaram a atividade anti-inflamatéria in vitro do
acido caurenoico isolado de Aralia continentalis em macréfagos RAW?264.7, 0 mecanismo
estudado foi o de inibicdo de 6xido nitrico sintase induzida (iNOS), enzima que expressa
processo inflamatério, e inibicdo de ciclo-oxigenase-2 (COX-2), enzima responsavel a
producdo de prostaglandinas, que provocam inflamacdo; onde encontraram ICso de 51,73 pM.

Ja Costa-Lotufo e colaboradores (2002) avaliaram a atividade citotdxica do acido
caurendico isolado de Copaifera langsdorffii contra células de leucemia CEM, célula de cancer
de mama MCF-7 e de cancer de c6lon HCT-8. Encontraram resultados de 95% de inibicdo de
crescimento nas células CEM de leucemia em 78 UM e 45% de inibicdo de crescimento para as
células MCF-7 e HCT-8, também em 78 uM.

Estes exemplos de atividades bioldgicas inerentes ao acido caurenoico agregam valor a
geopropolis de mandacaia estudada neste trabalho, jA que se apresenta como um dos
componentes majoritarios desta matriz, que juntamente a outras moléculas por meio de

sinergismo pode vir a resultar em boas atividades bioldgicas.

5.3.2 Caracterizacdo do Acido Caur-16-en-19-6ico, 15-[(1-oxo-3-fenil-2-propen-1-il) oxi]
Isolado

A analise do sélido branco com pureza de 97,00%, calculado por CLAE-DAD,
caracterizado como acido Caur-16-en-19-6ico, 15-[(1-oxo-3-fenil-2-propen-1-il) oxi], também
conhecido pelo nome de &cido cinamoilgrandiflorico se deu, inicialmente, por CCDA em gel
de silica, usando hexano:éter 20% como eluente (Figura 33). A analise por CCDA permitiu
visualizar uma Gnica mancha (Rf 0,34) no comprimento de 254 nm, que quando revelada com
vanilina sulfurica apresentou uma unica banda com coloracao roxeada.

Ja que mancha foi visualizada em CCDA, este s6lido branco que foi isolado foi entéo
analisado por CLAE-DAD em fase reversa, e seu cromatograma foi sobreposto com a Fr. Hex,
que lhe deu origem. A sobreposi¢do dos cromatogramas demonstrou que esta substancia é o
principal constituinte da Fr. Hex, e consequentemente, do extrato etandlico (EEGP-M) de

partida, sendo ele a banda de tr de 36 min. Uma comparacdo que corrobora com identificacao
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no cromatograma, além do tempo de retencdo, e a curva no UV que apresenta Amax =277 nm

para a banda na Fr. Hex e para o acido cinamoilgrandiflorico isolado (Figura 41).
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Figura 41. Sobreposi¢do dos cromatogramas CLAE-DAD em fase reversa e as curvas no UV. Preto -
Fr. Hex e Roxo - acido cinamoilgrandiflorico (gradiente MeOH:1%AcOH- H,O/1%AcOH).

Para a confirmacéo da idendidade quimica, a partir da observacéo das principais funcoes
organicas presentes nesse solido foi realizado a analise no FTIR-ATR (Figura 42). A analise
do espectro permitiu verificar uma banda absor¢do em 2880 cm™ caracteristico de estiramento
C-H de carbono sp3(CHs e CHy), confirmada pelo aparecimento da banda de deformagéo
angular de C-H (Csp® em 1470 cm™ e banda de estiramento C-H de carbono sp? em 2995 cm-
! Novamente assim como no acido caurendico, foi possivel também, observar certo
alargamento proveniente da presenga do estiramento O-H do acido carboxilico em torno de
3000 — 2500 cm?, que é confirmada pela banda de estiramento da carboxila do acido em 1690
cm. Na regido de estiramento de funcéo carbonila é possivel observar, pela expanséo, que ha
duas bandas muito préximas, uma banda de absorcdo em torno de 1715 cm™ caracteristico de
estiramento de carbonila de éster conjugado (alfa-beta insaturado), e a banda de estiramento
C=0 em 1690 cm™. Na regido onde aparece a banda a 1640 cm™, tem-se o estiramento C=C
caracteristico da dupla ligacdo exociclica em anéis de cinco membros e a banda em 820 cm™

que corresponde a deformacdo angular fora do plano de C-H de olefina vinilica. A banda de
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estiramento C-O em 1169 cm™ confirma a presenca da funcio éster na estrutura (Pavia et al.

2021).
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Figura 42. Espectro FTIR do acido cinamoilgrandiflorico (32).

A substancia 32 foi caracterizada também por espectroscopia de RMN. Na Tabela 5

estdo listados os valores de deslocamento quimico obtidos para os espectros de RMN de 'H
(500 MHz) e 3C (125 MHz) para o acido cinamoilgrandiflorico:
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Tabela 5- Dados espectrométricos de RMN *H (500MHz, DMSO-d6) e RMN *C (125MHz,
DMSO-d6) do 4cido cinamoilgrandiflorico em comparacdo com valores do &cido
cinamoilgrandiflorico da literatuta (Vichenewski et al. 1977).

Carbono Oc (ppm) 61 (ppm), J(Hz) 5C (ppm)
Literatura*

4 43,24 - 43,80

8 47,68 - 47,86

10 39,80 - 39,97

16 155,58 - 155,40

19 179,05 -

CH

5 56,16 1,03 (m) 56,75

9 52,93 1,19 (m) 53,10

13 42,37 2,80 (sl) 42,69

15 82,72 5,29 (s) 83,16

CH:

1 40,61 Ha- 1,82 Hy- 0,83 40,67

2 19,26 Ha- 1,78 Hy-1,30 18,52

3 37,93 Ha- 2,01 Hy,-0,97 37,76

6 21,03 Ha- 1,78 Hy-1,64 20,90

7 34,91 Ha- 1,65 Hp-1,21 34,95

11 18,52 Ha- 1,62 Hp-1,50 19,13

12 32,70 Ha- 1,62 Hyp-1,50 32,72

14 37,24 Ha- 1,95 Hp-1,45 37,43

17 110,56 Ha- 5,10 (S) Hp- 5,08 (s) 110,14

CHs

18 28,93 1,01 (s) 28,87

20 16,02 0,95 (s) 15,86

Unidade cinamoilica

1’ 135,00 -

2/6 128,89 7,75 (m)

3'/5 129,39 7,43 (m)

4 130,96 7,43 (m)

7 145,12 7,65 (d); 16,0 Hz

8’ 118,68 6,66 (d); 16,0 Hz

9 166,60 -

*CDCls

A andlise do espectro de RMN H evidenciou a presenca de uma porgéo cinamoila (C-
7’- C-8”), através dos dupletos em 64 7,65 e on 6,66, que confirmaram a presenca de sistema
cindmico alfa-beta insaturado. Tais deslocamentos estdo relacionados aos hidrogénios
olefinicos conjugados ao anel aromético, onde o sinal de maior deslocamento corresponde ao
hidrogénio beta a carboxila (H7’), devido ao efeito retirador de elétrons por ressonancia da
carboxila, e o menor deslocamento ao hidrogénio alfa a carboxila (H8’). A constante de
acoplamento entre os hidrogénios deste sistema alfa-beta insaturado apresentou valor de J = 16

Hz confirmando o sistema como trans-cinamico. Nota-se, também, no espectro de RMN
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multipletos na regido de on 7,43-7,55 caracteristicas sinais de sistema aromatico mono-
substituido, devido a integracéo para cinco hidrogénios (H1’, H2’/6’ e H3’/5’).

A porcéo diterpénica apresenta sinais semelhantes com o acido caurenodico discutido
anteriormente, com excec¢do do simpleto em on 5,2 para o H15, que por estar ligado ao
heteroatomo oxigénio, sofre um efeito de desprotecdo, caindo em campo mais baixo no
espectro.

J& os deslocamentos quimicos obtidos no espectro de RMN 3C (DEPT-Q) apresentaram
a presenca de sete carbonos quaternarios, sendo o 6c 179,05 referente ao carbono de acido
carboxilico C-19, sinal em 3¢ 166,60 caracteristico de carboxila de éster cindmico (C-9°), 6c
155,58 correspondente ao C-16 tipico de carbono quaternario de dupla exociclica. Sinais
metinicos de sistemas aromaticos aparecem nas regides de oc 128,89 para C-2°/6°, éc 129,39
para C-3°/5 e 8¢ 130,96 para C-4’, além do sinal d¢c 135 que confirma o carbonoo quaternario
aromatico (C-1") evidenciando a monosubstituicdo. O sistema alfa-beta insaturado do éster
cindmico foi confirmado pelos sinais d¢c 145,12, para o carbono mais desprotegido (C-7°), e dc
118,68 para o carbono mais protegido (C-8°).

As Figuras 43 e 44 apresentam, respectivamente, os espectros de RMN *H (500 MHz)
e 3C (125 MHz) contendo os deslocamentos quimicos do &cido cinamoilgrandiflorico.

71



L1500
-1000
’ 500
h | It
_nuﬂ‘ulnL.Ma#wwr\m’l L'H"J Wl y -0
2 20 1.8 1.6 1.4 1.2 1.0 0.8 0.6 0.4 0.2
f1 (ppm)
H7’
H2'/H6’
} Voo
i NN

529

—

{

iSH(CZ@

-&000

5500

-5000

~4500

~4000

~3500

~3000

2500

~2000

1500

~1000

T r T T T T T T T T T Y T T T T
12,0 11.5 11.0 10.5 10.0 95 9290 85 8.0

7.5

———
5.0 45 4.0 3.

HDO
DMSO
3H (C18)
7
el
I 3.ID I 2:5 1:5 1.0

Figura 43. Espectro de *H RMN (500 MHz, DMSO-d6) do 4cido cinamoilgrandiflorico (32) e sua expansédo
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As analises de RMN 'H e 3C evidenciaram mais uma molécula de esqueleto ent-
caureno presente na matriz de geopropolis de mandacaia, considerando que o esqueleto
principal, relacionado a porg¢éo diterpénica, é idéntico ao do acido caurendico as interacdes de
longa distancia como 2Jcn e 3Jcn se replicaram e ajudaram a determinar o esqueleto base. Ja a
porcao do éster cindmico foi bem determina pelas técnicas unidimensionais, entretanto o uso
de RMN bidimensional ajuda a confirmar as determinagdes de deslocamento quimico, assim
como discernir sistemas classicos como alfa-beta insaturado e anel aromatico mais facilmente,
por exemplo ao avaliar espectroscopia de correlagdo (COSY) (Figura 45) observa-se
hidrogénio beta a carboxila (H7?) acoplando com hidrogénio alfa a carboxila (H8”).
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Figura 45. Espectro COSY do &cido cinamoilgrandiflorico (32).
Novamente, técnicas como HSQC e HMBC foram utilizadas para confirmar e facilitar

a elucidacéo da parte cindmica da molécula do &cido cinamoilgrandiflorico (Figuras 46 e 47),

assim como confirmar os devidos deslocamentos quimicos.
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Na (Figura 47) o HMBC ajudou na determinacdo dos deslocamentos na regido cindmica
da molécula, e confirmando a presenca desta porcdo. Os acoplamentos vistos foram C-9’
(166,60 ppm) quaternario 3Jcr com H-7’ (7,65 ppm) e 2Jcr com H-8” (6,66 ppm); C-7° (145,12
ppm) 3Jcu com H-2°/6 (7,75 ppm); C-1" (135,00 ppm) 3Jcu com H-8” (6,66 ppm) e H-3°/5
(7,43 ppm); C-8” (118,68 ppm) 2Jcn com H-7° (7,65 ppm).

A estrutura do &cido cinamoilgrandiflorico (CaoH3604) [M-H] = 447,2545, obtido
através de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa de alta resolucao (LC-MS-
QTOf, modo negativo) (Figura 48). O uso da espectroscopia de massa utilizando a ionizacao
por eletronebulizacdo (ESI- electronspray ionization) no modo negativo, levou a uma menor
fragmentacdo dos ions gerados, o que permitiu a deteccdo da massa molar do acido
cinamoilgrandiflorico através da observacdo de sua massa desprotonada (M-H). O valor

observado (447,2545) esta de acordo com o valor tedrico calculado (447,2541).
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Figura 48. Espectro de massas do &cido caur-16-en-18-6ico, 15-[(1-oxo-3-fenil-2-propen-1-il) oxi] obtido
através LC-MS-QTOF(-) Agilent.

Apds uma busca minuciosa na literatura, esta substancia ndo foi encontrada em nenhum
outro trabalho com geopropolis, entretanto, tal substancia foi isolada no género Mikania. Alves
e colaboradores (1994) isolaram dois diterpenos da Mikania obtusata da regido de Minas Gerais
- Brasil, entre eles o &cido cinamoilgrandiflorico. Vichnewski e colaboradores (1977) isolaram

a mesma substancia oriunda da M. oblongifolia no estado de Séo Paulo, Brasil.
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A partir dos trabalhos citados, pode-se conjecturar que as abelhas sem ferrdo que
produziram a geopropolis deste trabalho, oriundas do Bosque da Barra da Tijuca -RJ, podem
ter visitado alguma planta do género Mikania, principalmente, porque muitas espécies sao
nativas da Ameérica do Sul, e de ocorréncia em regido Pantropical, ou seja, inseridas no mesmo

ecossistema das abelhas sem ferrdo (Napimoga e Yatsuda, 2010).

5.3.3 Caracterizacéo do ent-caur-16-en-19-al isolado (33)

A substancia 33 se apresentou com um 6leo esbranquicado que foi retirado na fracéo
54-61 vinda da coluna aberta eluida com hexano: éter etilico de solvente. A avaliacdo por
Cromatografia Gasosa (CG-FID) demonstrou pureza de 80%. A analise desta amostra por
CCDA (com gel de silica F254) usando como eluente hexano: éter 20% (Figura 33), ndo
permitiu visualizar banda na luz no comprimento de 254 nm, indicando auséncia de grupos
cromoforicos. Porém, a revelacdo com vanilina sulfdrica possibilitou a visualizagcdo de uma
banda majoritaria de coloracdo laranja (Rf 0,68).

A amostra 33 foi caracterizada por espectroscopia de RMN, que permitiu identificar ent-
caur-16-en-19-al (C20H300), também conhecido pelo nome de ent-caurenal.

Na Tabela 6 estdo listados os valores de deslocamento quimico obtidos para os
espectros de RMN de 'H (500 MHz) e 3C (125 MHz) para o ent- caurenal:

77



Tabela 6- Dados espectrométricos de RMN 'H (500MHz, CDCl3) e RMN 3C (125MHz,
CDCIls) da substéncia 33 em comparagdo com valores do ent- caurenal da literatura (Catalano
etal. 1992).

Carbono  &u(ppm) Sc (ppm) Sc (ppm)
Literatura*
4 = 48,5 49,7
8 - 441 447
10 = 39,6 40
16 - 155,6 156,2
CH
19 9,76 206,0 206,7
5 1,19 56,7 57,3
9 1,10 54,6 55,2
13 2,66 (s) 43,7 44,4
CH:2
1 1,86; 0,81 39,8 40,5
2 1,58; 1,47 18,2 18,9
3 2,15; 1,01 34,3 34,8
6 1,89;1,71 19,9 20,5
7 1,60; 1,53 41,2 41,8
11 1,54 18,4 19,1
12 1,61; 1,50 32,9 33,6
14 1,98; 1,17 39,9 40,6
15 2,06 48,9 49,6
17 Ha- 4,82(s) 103,1 103
Ho- 4,76 (S)
CHs
18 1,01 (s) 24.4 24,9
20 0,89 (s) 16,2 17
*CDCl;

Por se tratar de uma fragdo com misturas de substancias ficou evidenciado nas anélises
de RMN que o ent- caurenal ndo estava puro, entretanto com a ajuda da literatura e por se tratar
do mesmo tipo de esqueleto observado nas dois outros diterpenos isolados, foi possivel
determinar a estrutura deste aldeido caureno presente na fracdo oriunda da Fr. Hex.

Novamente assim como para o acido caurendico (21) a analise do espectro de RMN
'H permitiu identificar a presenca de muitos sinais na regido alifatica, além disso a presenca
de dois simpletos na regido de on 0,89 e 1,01 com integracdo para trés hidrogénios indica a
presenca de metilas ligadas a carbono quaternério tipicas de esqueleto ent- caureno. A
visualizagdo do sinal classico de hidrogénio como simpleto em 61 9,76 confirmou a presenca
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de funcdo organica aldeido. E a presenca dos sinais de hidrogénios H-17. (4,82 ppm) e H-17;
(4,76 ppm) comprova mais uma vez a dupla exociclica em moléculas do tipo ent- caurenos.

Ja os deslocamentos quimicos obtidos no experimento DEPT-Q indicaram a presenca
de quatro carbonos quaternarios, com sinal em dc 155,6 correspondente ao C-16 quaternario de
dupla exociclica. A presenca de C-H em &c 206,0 evidéncia carbonila de aldeido. Outro sinal
tipico de esqueleto ent- caureno é a presenca de sinal em 6c 103,1 compativel com -CH>
terminal da dupla exociclica (C-17).

As Figuras 49 e 50 apresentam, respectivamente, os espectros de RMN *H (500 MHz)

e 3C (125 MHz), contendo os deslocamentos quimicos do ent- caurenal.
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J& 0 emprego das técnicas bidimensionais serviu de confirmacdo para elucida¢do do
aldeido na fracdo enriquecida, visto que os acoplamentos a longa distancia sdo semelhantes aos
observados no acido caurenoico e no acido cinamoilgrandiflorico.

A estrutura do ent- caurenal (C20Hz00) também foi confirmada através do seu ion
molecular [M+H] = 287,2367, obtido através de cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massa de alta resolucdo (LC-MSQTof, modo positivo) (Figura 51). O uso
da espectroscopia de massa utilizando a ionizacdo por eletronebulizacdo (ESI- electronspray
ionization) no modo positivo, levou a uma menor fragmentacdo dos ions gerados, o que
permitiu a detecgdo da massa molar do ent- caurenal através da observacdo de sua massa
protonada (M+H). O valor observado (287,2367) esta de acordo com o valor tedrico calculado
(287,2369).
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Figura 51. Espectro de massas do ent- caurenal obtido através LC-MS-QTOF(+).

5.4 Determinacao da Estereoquimica dos derivados ent- caurénicos

As configuracfes absolutas dos diterpenoides ent- caurenicos podem ser estabelecidas
com base nos valores negativos (-) e positivos (+) da rotacdo especifica ([a]), ja que podem ser
correlacionadas com as configuragdes absolutas definidas para diterpenos. Dados da literaura
revelam que os diterpenos que desviam a luz polarizada para a esquerda (-) pertencem a
configuracdo ent- (Velandia et al. 1998). Uma maneira simples e rapida de determinar a
estereoquimica relativa é através da medida da rotacdo Otica especifica utilizando um

espectropolarimetro.
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Através da avaliagdo da rotacdo Otica especifica realizado em polarimetro Jasco da
CAM-PPGQ-UFRRYJ, foi possivel avaliar os valores obtidos para as trés substancias isoladas.
Para o 4cido caurenoico o resultado da medida foi [a]p?® -108,2° (¢ 1, CHCIs). Este valor esta
coerente com o que foi encontrado na literatura de [o]p? -107,3° (c 0,31, CHCIs) por Hsieh e
colaboradores (2004). J4 para o 4cido cinamoilgrandiflorico o valor observado foi de [a]p® -
173,3° (c 1, CHCI3), que se mostrou diferente ao encontrado na literatura por Alves e
colaboradores (1995), [a]p? -74° (¢ 1, CHCI3), entretanto, o valor negativo de rotagio 6tica esta
condizente com a esteroquimica proposta para o ent-caureno.

Uma forma de se determinar a estereoquimica relativa de uma molécula é pela técnica
de RMN através da avaliacdo do efeito overhauser nuclear (NOE). Enriquez e colaboradores
(1997) determinaram a conformacao do acido caurendico (21) a partir do experimento NOESY.
Algumas dessas intera¢des foram efeito NOE entre hidrogénios H-20, H-11 e H-14, indicando
uma proximidade espacial entre estes trés grupos de hidrogénios e efeito NOE entre os
hidrogénios H-18 e H-3, dessa forma sugerindo que o &cido caurendico (21) apresenta uma
relacdo anti entre o C-20 e o grupo C-18. Estas mesmas relacdes foram encontradas por NOESY
para os ent- caurenos neste trabalho. A Figura 52 ilustra os efeitos NOE de interagéo espacial
entre os hidrogénios H-20, H-11 e H-14; e os hidrogénios H-18 e H-3.

NOESY 4 1

Figura 52. Correlacbes NOE nos ent- caurenos.

Para a molécula do &cido cinamoilgrandiflorico (32), foi possivel também avaliar pelo
experimento de NOESY, com a irradiacdo no H-15, se a substancia estava na forma do
esteroisdmeto syn ou ent. Neste experimento o H-15 foi irradiado e ndo se observou aumento
da intensidade do sinal do H-9, indicando ndo haver interagcdo no espago e, assim, sugerindo

ndo se tratar do enantioméro syn, mas o de estereoquimica relativa ent (Figura 53).
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Figura 53. Estruturas do acido cinamoilgrandiflorico apartir dos resultados dos experimentos de
NOESY.

5.5 Avaliagdo da atividade antifuingica in vitro do Extrato Bruto, Fracdes e Isolados Frente
a S. brasiliensis

O extrato etandlico (EEGP-M), suas fracbes, o acido cinamoilgrandiflorico, o acido
caurenoico, a fracdo com ent- caurenal e o acido cinamico foram avaliados frente a sua
capacidade antifingica contra S. brasiliensis. A Tabela 7 apresenta os resultados obtidos para
a concentracdo inibitéria minima (CIM) do extrato, suas fracdes e da substancia isolada em

comparagdo com o farmaco de referéncia utilizado para o tratamento de esporotricose.

Tabela 7 - Concentracéo inibitéria minima in vitro do extrato etandlico, suas fracGes e do &cido

cinamoilgrandiflorico frente a S. brasiliensis.

Amostras CIM (mg/mL)
EEGP-M ~ 0,562
Fr. Hex ~ 0,281
Fr. DCM ~ 0,562
Fr. MeOH:H:0 ~ 0,562
Fr. com ent- caurenal ~0,187

CIM mM

Acido caurenoico ~1,875
acido cinamoilgrandiflorico ~ 0,469
Acido cinamico > 1,875
Itraconazol > 0,022
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O extrato, as fracBes e os isolados demonstraram atividade antifingica contra S.
brasiliensis. Dentre as fragdes oriundas do EEGP destacou-se a Fr. Hex com melhor resultado
(CIM de ~ 0,281 mg/mL). Ja o extrato etandlico, fracdo diclorometano e fragdo metanol: 4gua
demonstraram valores de CIM na mesma faixa de ~ 0,562 mg/mL. Tal resultado corrobora com
0 uso de uma metodologia bioguiada adotada neste trabalho, onde o fracionamento da Fr. Hex
se deu na tentiva de isolar as substancias responsaveis pela atividade antifngica encontrada.
Esta metodologia possibilita avaliar se existe algum efeito sinérgico entre as substancias
presentes na matriz da Fr. Hex ou se somente uma substancia pode ser responsavel pela
atividade bioldgica.

Dentre as substancias isoladas, o acido cinamoilgrandiflorico (32) indicou o melhor
resultado de CIM (0,469 mM), j& o acido caurendico (21) apresentou resultado de ~ 1,875 mM,
e fragdo contendo o ent- caurenal (33) foi avaliada em mg/mL, visto que a substancia ndo
apresentou pureza adequada para teste bioldgico, sendo avaliada como uma fracdo majoritaria
em ent- caurenal, apresentando valor de CIM ~ 0,187 mg/ mL.

A fim de enriquecer a discussdo em termos de relacéo estrutura atividade (SAR) o &cido
cindmico também foi testado contra cepas clinicas de S. brasiliensis, visto que um dos
diterpenos isolados, o &acido cinamoilgrandiflorico (32), é justamente um éster do acido
cinamico. O resultado da atividade antifingica para o acido cinamico ndo foi satisfatério, ja que
ele ndo apresentou atividade mesmo na maior concentragdo testada (1,875 mM).

Baseado nestes resultados, foi possivel conjecturar que para apresentar atividade anti-
esporotricose foi necessario ter a unido da por¢éo diterpenica com a cindmica na forma de éster.
Isto porque o &cido cindmico por si s6 ndo apresentou atividade, e o0 acido caurendico (21)
exibiu uma menor atividade quando comparado ao acido cinamoilgrandiflorico (32). A
comparagdo com o ent-caurenal (33) foi prejudicada, visto que ndo apresenta pureza adequada
(>95%) para realizacdo de um teste bioldgico.

Um outro fator que pode estar contribuindo para os resultados observado, é com relagao
a polaridade de cada substancia testada. De forma geral, a Fr. Hex e as substancias isoladas
demonstraram melhores resultados frente a S. brasilliensis do que as fracGes mais polares
(EEGP-M, Fr. DCM e Fr. MeOH:H:0).

Uma explicacdo para o resultado obtido é pensar no mecanismo de acdo de alguns
farmacos ja utilizados, por exemplo a anfotericina B e Itraconazol, estes medicamentos

possuem acao através da inibi¢do da enzima lanosterol 14a-desmetilase (CYP51) responsavel
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pela sintese de ergosterol, causando danos a membrana celular do fungo, levando a morte
celular (Mahajan. 2014). Estudos in silico da CYP51 indicam os fatores responsaveis pela boa
interacdo dos antifungicos com o sitio ativo da enzima, sendo eles ligacdo coordenada com
ferro do grupo heme, regido lipofilica e regido de ligacéo de hidrogénio (Wu et al., 2018).

Coerentemente, neste trabalho, a molécula com melhor atividade foi a que apresentou
porcdo lipofilica com grupo carboxila, possibilitando ligacdo de hidrogénio, ao mesmo tempo
que obtém porcdo mais polar de éster conjugado. Evidencia-se, entdo, uma tendéncia de
estruturas quimicas detentoras de lipofilicidade e hidrofilicidade na mesma molécula, ou seja,
anfipatica, serem mais promissoras para atividade anti-sporothrix.

Através de uma busca minuciosa feita na literatura, observou-se uma escassez de
trabalhos relacionados a atividade anti-S. brasilliensis de extratos de geopréopolis de mandacaia.
No entanto, Waller e colaboradores (2017) avaliaram a prépolis verde brasileira (abelhas Apis
mellifera) e geopropolis de abelha Jatai (Tetragonisca angustula), oriundas de Morro
Redondo/RS, Brasil, frente a S. Brasilliensis. Neste trabalho, os extratos de propolis e
geopropolis foram testados nas concentracdes de 50 a 1,56 mg/mL e nenhuma atividade
antifingica foi encontrada, diferentemente do que foi observado no presente trabalho, onde
todos os extratos e isolados apresentaram atividade antiflngica.

Ja no que diz respeito a atividade anti-S. brasilliensis para o 4cido cinamoilgrandiflorico
(32) ndo ha nenhum trabalho descrito na literatura. Quanto ao acido caurendico (21) ha diversos
trabalhos na literatura relatando atividade antifangica para Penicillium notatum, Microsporum
gypseum e Epidermophyton floccosum (Padmaja et al. 1995). Entretanto nenhum foi relatado
para seu uso em cepas clinicas de S. brasiliensis, e 0 presente trabalho descreve esta atividade

pela primeira vez.
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6. CONCLUSAO

O preparo do extrato bruto de geoprépolis com etanol em banho de ultrassom se mostrou
uma metodologia eficiente, simples, rapida utilizando menos solvente do que outras
metodologias classicas, como maceragdo. O rendimento da extracdo (19,75 %) se mostrou
préximo a faixa de outras metodologias descritas na literatura, porém com a vantagem de estar
empregando o principio da quimica verde no processo de extracao.

A particdo liquido-liquido do extrato hidroalcoolico de geopropolis de mandacaia com
dois solventes diferentes (hexano e diclorometano), mostrou-se uma boa metodologia para
separar, preliminarmente, a classe de substancias com diferentes polaridades em uma matriz
complexa, como a geopropolis.

Os resultados de fenolicos e flavonoides totais para a geopropolis de mandacaia (0,63-
0,67 mg Eac 100mg* para fendlicos e 0,15- 0,42 mg Eqe 100mg™? para flavonoides) encontram-
se dentro da faixa dos valores citados na literatura para a mesma espécie, porém inferiores a
outras espécies de abelhas sem ferrdo.

Para a capacidade antioxidante foi possivel estabelecer uma correlagdo entre as quantidades
de fendlicos e flavonoides na matriz do produto natural e sua capacidade antioxidante. O extrato
etandlico bruto e as fracdes apresentaram resultado que variaram de CEso 467,92 a 200, 22,
pelo método de DPPH, diferentes aos encontrados na literatura para a mesma espécie de abelha
sem ferrdo. Este fato pode estar ligado diretamente a flora da regido e ao periodo de coleta da
geopropolis.

O uso de técnicas cromatograficas simples possibilitou o isolamento de trés diterpenos ent-
carenos da fracdo hexanica: o acido caurenoico, o &cido cinamoilgrandiflorico (derivado do
éster cinamico) e o aldeido ent-caurenal, que foram devidamente caracterizados por RMN (*H
e ¥C), FTIR-ATR e LCMS-QTOF. Cabe destacar, que o acido cinamoilgrandiflorico e o
aldeido ent-caurenal sdo descritos pela primeira vez em geoprépolis de abelha mandacaia
brasileira.

O estudo quimico bioguiado das fragdes de geoprdpolis de mandacaia visando o isolamento
e caracterizacao de metabdlitos especiais com potencial antifungico foi crucial neste trabalho.

A avaliagdo da atividade antifungica evidenciou o potencial de inibi¢éo do extrato etanolico,
suas fragdes e dos diterpenos isolados frente a S. brasilliensis. Com destaque, para o diterpeno
acido cinamoilgrandiflorico que demonstrou a melhor atividade antifingica para S.

brasilliensis. Estes resultados apontam a importancia do estudo e do isolamento de substancias
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de uma matriz apicola, como fonte promissora para o tratamento da esporotricose, embora

estudos de citotoxicidade devam ser realizados.
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7. PERSPECTIVAS

Considerando que a fracédo diclorometano também apresentou atividade antifingica, e se
mostrou como a melhor fragcdo no que diz respeito a teores de fendlicos e flavonoides, assim
como para a capacidade antioxidante, o isolamento e caracteriza¢do de estruturas constituintes
desta fracdo faz parte de perspectivas futuras do nosso grupo de pesquisa. Como pode ser
observado na CCDA usando eluente cloroformio: acetato de etila 20% (Figura 54), o perfil de
substancias um pouco mais polares e que revelam com vanilina sulfirica, desperta o interesse

para dar continuidade a este trabalho.

v

Figura 54. Perfis cromatograficos (CCDA em silica) com cloroférmio :acetato de etila 20% de

subfragdes oriundas da Fr. DCM reveladas com vanilina sulfarica.

A fim de incrementar as informacdes acerca de atividade bioldgica, o extrato, suas fracbes
e isolados poderdo ser avaliados também frente ao parasito Trypanosoma cruzi, causador da

doencga de Chagas.
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