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RESUMO

SANTOS, Rafael Ferreira dos. ESTUDO QUIMICOE BIOLOGICO DA GEOPROPOLIS DE
Melipona mondury E SINTESE DE CHALCONAS ANALOGAS: ISOLAMENTO,
CARACTERIZACAO E RELACAO ESTRUTURA-ATIVIDADE. 2026. 244 folhas. Tese (Programa
de Pds-Graduacdo em Quimica), Instituto de Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica.

Este trabalho teve como objetivo investigar o potencial biologico de produtos naturais e
compostos sintéticos bioativos, integrando estudos fitoquimicos, biolégicos e de planejamento
racional de moléculas, sendo desenvolvido em duas frentes complementares. Na primeira etapa,
avaliou-se a geopropolis produzida pela abelha sem ferrdo Melipona mondury, coletada no
Bosque da Barra (estado do Rio de Janeiro), uma matriz natural complexa e ainda pouco
explorada. O extrato etandlico de geopropolis e suas fracGes semipurificadas apresentaram
atividade antioxidante relevante (Clso entre 54,41 e 158,86 ug-mL™), atividade antifungica
moderada frente a Candida albicans e Sporothrix brasiliensis, citotoxicidade moderada apenas
para a fragdo diclorometénica frente a células HelLa e expressiva atividade tripanocida contra
Trypanosoma cruzi (Clso entre 4,54 ¢ 53,02 pg-mL™"), sendo esta a fragdo menos toxica para
células de mamiferos. O fracionamento cromatografico permitiu o isolamento de flavanonas C-
metiladas inéditas na matriz, identificadas como (2S)-estrobopinina e (2S)-criptostrobina, além
da flavanona dimetilada (2S)-desmetoximateucinol e dos sesterpenos epimeros 4R- e 4S-
ficifolidionas, todas reportadas pela primeira vez em uma geopropolis brasileira, com atividades
bioldgicas avaliadas experimentalmente e complementadas por estudos de docagem molecular
para a atividade antiparasitaria. Na segunda etapa, foram realizados o planejamento racional, a
sintese e a avaliagdo bioldgica de chalconas e diidrochalconas, utilizando a reacao de Claisen—
Schmidt, visando a investigacdo das relacbes estrutura—atividade com foco na atividade
antiproliferativa. As chalconas apresentaram maior atividade citotoxica em comparacdo as
diidrochalconas, especialmente frente a linhagem de cancer de célon CT26, na qual a chalcona
CHA-I apresentou Clso de 9,24 £ 2,09 uM, evidenciando a importancia do sistema a,[3-
insaturado, enquanto a introducdo de grupos metila nas diidrochalconas contribuiu para o
aumento da atividade antiproliferativa. Adicionalmente, foram sintetizadas chalconas O-
preniladas inéditas, visando ampliar o escopo estrutural e o potencial biolégico desses
compostos. Em conjunto, os resultados demonstram que a geopropolis de Melipona mondury e
as chalconas sintéticas constituem fontes promissoras de compostos bioativos, refor¢ando a
relevancia de abordagens integradas no desenvolvimento de novos agentes terapéuticos.

Palavras-chave: Geoprépolis; Melipona mondury; produtos naturais; chalconas; atividade

bioldgica.



ABSTRACT

SANTOS, Rafael Ferreira dos. CHEMICAL AND BIOLOGICAL STUDY OF Melipona
mondury GEOPROPOLIS AND SYNTHESIS OF ANALOGOUS CHALCONES:
ISOLATION, CHARACTERIZATION, AND STRUCTURE-ACTIVITY RELATIONSHIP.
2026. 244 sheets. Doctoral Thesis (Postgraduate Program in Chemistry), Instituto de Quimica,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica.

This study aimed to investigate the biological potential of natural products and bioactive
synthetic compounds by integrating phytochemical, biological, and rational molecular design
approaches, developed through two complementary research fronts. In the first stage,
geopropolis produced by the stingless bee Melipona mondury, collected in Bosque da Barra
(Rio de Janeiro State, Brazil), was evaluated as a complex and still underexplored natural
matrix. The ethanolic extract of geopropolis and its semi-purified fractions exhibited relevant
antioxidant activity (ICso ranging from 54.41 to 158.86 pg-mL™"), moderate antifungal activity
against Candida albicans and Sporothrix brasiliensis, moderate cytotoxicity only for the
dichloromethane fraction against HelLa cells, and expressive trypanocidal activity against
Trypanosoma cruzi (ICso ranging from 4.54 to 53.02 pg-mL™"), with this fraction being the least
toxic to mammalian cells. Chromatographic fractionation enabled the isolation of C-methylated
flavanones unprecedented in this matrix, identified as (2S)-strobopinin and (2S)-cryptostrobin,
as well as the dimethylated flavanone (2S)-desmethoxymatteucinol and the epimeric
sesterpenes 4R- and 4S-ficifolidiones, all reported for the first time in a Brazilian geopropolis.
Their biological activities were experimentally evaluated and complemented by molecular
docking studies focusing on antiparasitic activity. In the second stage, rational design, synthesis,
and biological evaluation of chalcones and dihydrochalcones were carried out using the
Claisen—-Schmidt reaction to investigate structure—activity relationships, with emphasis on
antiproliferative activity. Chalcones exhibited higher cytotoxic activity than dihydrochalcones,
particularly against the CT26 colon cancer cell line, in which chalcone CHA-I showed an ICso
value of 9.24 + 2.09 uM, highlighting the importance of the a,B-unsaturated system. In contrast,
the introduction of methyl groups in dihydrochalcones contributed to increased antiproliferative
activity. Additionally, novel O-prenylated chalcones were synthesized to expand the structural
scope and biological potential of this class of compounds. Overall, the results demonstrate that
Melipona mondury geopropolis and synthetic chalcones are promising sources of bioactive
compounds, reinforcing the relevance of integrated approaches in the development of new
therapeutic agents.

Keywords: Geopropolis; Melipona mondury; natural products; chalcones; biological activity.
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INTRODUCAO GERAL

A prépolis é uma resina natural produzida por abelhas africanizadas e por abelhas sem
ferrdo (ASF), desempenhando papel essencial na protecdo e organizacdo das col6nias. No
género Melipona, esse material é denominado geopropolis, pois resulta da combinacdo de
resinas vegetais, ceras, secrecdes salivares e materiais inorganicos, como solo e/ou barro. Essa
matriz complexa atua na vedacéo de frestas, no reforgo estrutural do ninho, na mumificagéo de
intrusos e na manutencdo de um ambiente interno asséptico, contribuindo para a saude da
col6nia (Cardozo et al., 2015; Sousa et al., 2019).

Desde a Antiguidade, produtos apicolas sdo utilizados na medicina tradicional,
sobretudo em funcdo de suas propriedades terapéuticas. Entre esses produtos, a geopropolis tem
despertado crescente interesse cientifico devido as diversas atividades bioldgicas que lhe sdo
atribuidas, incluindo acGes antioxidante (De Souza et al., 2013; Dutra et al., 2014), anti-
inflamatoria (Franchin et al., 2012; 2013), gastroprotetora (Ribeiro-Junior et al., 2015), antiviral
(Coelho et al., 2015), antimicrobiana (Sousa et al., 2019; Novaes & Torres, 2024) e
antiproliferativa (Cunha et al., 2013; Campos et al., 2014). Apesar desse potencial, os estudos
sistematicos sobre a geopropolis brasileira tiveram inicio apenas no final da década de 1990, o
que explica o conhecimento ainda limitado acerca de sua composicao quimica, biosseguranca,
propriedades farmacoldgicas e possiveis biomarcadores (Bankova et al., 1998; Cardozo et al.,
2015).

A composicdo quimica da (geo)prépolis é notoriamente complexa e variavel, sendo
influenciada por fatores como a vegetacéo disponivel no entorno das colmeias, a sazonalidade,
as condicdes climaticas, o tipo de solo e as caracteristicas genéticas das abelhas produtoras. No
caso das ASF, essa variabilidade é ainda mais acentuada, em funcdo da grande diversidade de
espécies e da escassez de dados consolidados sobre as fontes botanicas exploradas, o que
dificulta a caracterizacdo quimica detalhada dessa matriz (Menezes, 2005).

Estudos prévios relatam a presenca de diferentes classes de substancias organicas na
geopropolis de espécies do género Melipona, incluindo benzofenonas preniladas, compostos
fenolicos, di- e triterpenos, flavonoides livres e glicosilados, acidos fendlicos, acidos
terpénicos, saponinas, aldeidos e alcoois, além de minerais oriundos do solo incorporado a
matriz (Cardozo et al., 2015; Sousa et al., 2019; Silva et al., 2020). No entanto, ainda séo
escassos os trabalhos que abordam de forma sistematica o isolamento, a elucidacao estrutural e
a avaliacdo bioldgica das substancias responsaveis pelas atividades farmacoldgicas atribuidas a
geoproépolis, especialmente aquela produzida por Melipona mondury (Dos Santos et al., 2017;
Dos Santos et al., 2025).



Nesse contexto, o isolamento e a caracterizacdo de compostos bioativos da geoprépolis
constituem estratégias fundamentais para correlacionar metabdlitos especificos as suas
possiveis fontes vegetais de origem, ampliando o entendimento sobre as plantas visitadas pelas
abelhas durante a producéo dessa resina. Ademais, a identificacdo dessas substancias permite
uma avaliagdo mais precisa de suas propriedades bioldgicas e biotecnoldgicas, fornecendo
subsidios para a padronizacdo da geopropolis, o estabelecimento de critérios de qualidade e
seguranca e sua eventual aplicacao terapéutica e industrial.

O aprofundamento do conhecimento quimico da geopropolis também pode orientar
préaticas de manejo sustentavel das colmeias e incentivar a conservagdo das espécies vegetais
fornecedoras de resinas, promovendo beneficios tanto para a biodiversidade quanto para 0s
meliponicultores. Entretanto, o isolamento de substancias a partir dessa matriz natural apresenta
desafios significativos, uma vez que a geoprépolis € produzida em quantidades reduzidas e
apresenta alta variabilidade composicional, o que dificulta a reprodutibilidade dos processos de
isolamento e a obtencdo de quantidades suficientes para estudos estruturais e farmacoldgicos
(Magalhées & Venturieri, 2010; Gemim & Silva, 2017).

Diante dessas limitaces, a sintese de produtos naturais e de seus analogos surge como
uma alternativa estratégica na Quimica de Produtos Naturais, permitindo a obtencdo de maiores
quantidades de compostos bioativos e a realizacdo de modifica¢Oes estruturais voltadas ao
estudo das relacOes estrutura—atividade. Nesse sentido, as chalconas, reconhecidas como
precursores biossintéticos de flavonoides e dotadas de ampla versatilidade estrutural e
relevancia bioldgica, configuram-se como modelos sintéticos promissores para a investigacdo
dos mecanismos envolvidos nas atividades observadas (Villa; Heckman & Bandyopadhyay,
2024).

Assim, este trabalho foi estruturado em dois capitulos. O Capitulo 1 aborda o
isolamento, a caracterizacdo quimica e a avaliacdo das propriedades bioldgicas de substancias
oriundas da geopropolis da abelha sem ferrdo Melipona mondury, coletada no Bosque da Barra,
estado do Rio de Janeiro. O Capitulo 2 dedica-se a sintese de chalconas analogas aos
flavonoides isolados dessa matriz, com o objetivo de investigar relagdes estrutura—atividade e

ampliar o entendimento dos mecanismos associados as atividades bioldgicas observadas.



CAPITULO 1

ISOLAMENTO, CARACTERIZACAO QUIMICA E AVALIACAO
BIOLOGICA DE METABOLITOS BIOATIVOS DA GEOPROPOLIS DE
Melipona mondury

Este capitulo descreve o estudo fitoquimico da geoprépolis produzida pela abelha sem
ferrdo Melipona mondury, coletada no Bosque da Barra, Rio de Janeiro. Sdo apresentados
os procedimentos de extracdo, fracionamento e isolamento de metabdlitos especiais, bem
como a elucidacdo estrutural das substancias obtidas por meio de técnicas
espectroscopicas. Adicionalmente, sdo avaliadas as atividades biologicas dos extratos,
fracdes e/ou substancias isoladas, com énfase na correlacdo entre composi¢do quimica e

potencial bioldgico da geoprépolis estudada.

Artigo publicado: DOS SANTOS, R. F.; VELEZ, A. S. M. M.; DOS SANTOS, G. F.; PITASSE-
SANTOS, P.; OLIVEIRA, B. S. de; LIMA, M. E. F. de; SANT’ANNA, C. M. R.; FILHO, R. B;
DECOTE-RICARDO, D.; CASTRO, R. N. C-methylated flavanones with antitrypanosomal
activity isolated of geopropolis from Melipona mondury. ACS Omega, v. 10, n. 22, p. 23397—
23408, 2025.



RESUMO

A geopropolis € um produto natural elaborado por abelhas sem ferrdo a partir da
combinacéo de resinas vegetais, solo e secrecdes salivares, caracterizando-se como uma
matriz complexa e ainda pouco explorada quando comparada a propolis de Apis mellifera.
Apesar de apresentar propriedades farmacologicas promissoras, 0 conhecimento acerca
de sua composicdo quimica, bioatividade e seguranca permanece limitado. Nesse
contexto, este trabalho teve como objetivo investigar o potencial bioldgico da geopropolis
produzida pela abelha sem ferrdo Melipona mondury, coletada no estado do Rio de
Janeiro, bem como isolar e caracterizar os compostos quimicos associados as atividades
observadas. O extrato etandlico de geoprépolis (EEGP) e suas fragdes semipurificadas
foram avaliados quanto as atividades antioxidante, antifungica, antiproliferativa e
antiparasitaria. Os extratos apresentaram expressiva atividade antioxidante, com valores
de Clso entre 54,41 e 158,86 ug-mL"!, destacando-se a fragdo diclorometénica (Fr-DCM).
A atividade antifangica foi considerada moderada frente a Candida albicans (CIM de
1125 pg-mL™") e Sporothrix brasiliensis (CIM variando de 281,25 a 562,5 pg-mL™"). Nos
ensaios antiproliferativos, apenas a Fr-DCM apresentou efeito citotoxico moderado
contra células tumorais HelLa. Adicionalmente, os extratos demonstraram atividade
tripanocida relevante contra Trypanosoma cruzi, com valores de Clso variando entre 4,54
e 53,02 ug'mL™!, sendo a Fr-DCM a fragdo menos toxica para células de mamiferos
(LLC-MK?2). Em funcéo do desempenho bioldgico e do perfil cromatografico sugestivo
de flavanonas, a Fr-DCM foi submetida a fracionamento cromatogréafico, possibilitando
o isolamento de flavanonas C-metiladas ineditas na matriz estudada, identificadas como
(2S)-estrobopinina e (2S)-criptostrobina. Essas substancias tiveram suas atividades
bioldgicas avaliadas experimentalmente, sendo a atividade antiparasitaria investigada
adicionalmente por meio de docagem molecular, utilizando a enzima gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase (GAPDH) como alvo. O fracionamento da fracdo hexanica
permitiu ainda o isolamento da flavanona dimetilada (2S)-desmetoximateucinol e de dois
sesterpenos epimeros em C4, conhecidos como 4R- e 4S-ficifolidionas. Todas as
sushtancias sdo reportados pela primeira vez em uma geoprapolis brasileira. Os resultados
obtidos demonstram que a geoprépolis de Melipona mondury constitui uma promissora
fonte natural de compostos bioativos com potencial farmacoldgico, além de contribuir
significativamente para a caracterizacdo fitoquimica dessa matriz, cuja composi¢do €
fortemente influenciada por fatores bioldgicos, geograficos e ambientais.

Palavras-chave: Flavanonas C-metiladas; sesterpenos; caracterizacdo fitoquimica; (2S)-

estrobopinina; (2S)-criptostrobina; (2S)-desmetoximateucinol e ficifolidionas.



ABSTRACT

Geopropolis is a natural product produced by stingless bees through the combination of
plant resins, soil, and salivary secretions, resulting in a complex matrix that remains
poorly explored when compared to propolis from Apis mellifera. Despite its promising
pharmacological properties, limited information is available regarding its chemical
composition, bioactivity, and safety for human use. In this context, the present study
aimed to investigate the biological potential of geopropolis produced by the stingless bee
Melipona mondury, collected in the state of Rio de Janeiro, as well as to isolate and
characterize the compounds associated with the observed biological activities. The
ethanolic extract of geopropolis (EEGP) and its semipurified fractions were evaluated for
antioxidant, antifungal, antiproliferative, and antiparasitic activities. The extracts
exhibited significant antioxidant activity, with ICso values ranging from 54.41 to 158.86
png-mL™', with the dichloromethane fraction (Fr-DCM) showing the highest activity.
Moderate antifungal activity was observed against Candida albicans and Sporothrix
brasiliensis. In antiproliferative assays, only the Fr-DCM showed moderate cytotoxicity
against HeLa tumor cells. In addition, the extracts demonstrated relevant trypanocidal
activity against Trypanosoma cruzi, with ICso values ranging from 4.54 to 53.02 pg-mL"",
and the Fr-DCM being the least toxic fraction toward mammalian LLC-MK2 cells. Based
on its biological performance and chromatographic profile suggestive of flavanones, the
Fr-DCM was further fractionated, leading to the isolation of C-methylated flavanones
unprecedented in this matrix, identified as (2S)-strobopinin and (2S)-cryptostrobin. These
compounds had their biological activities experimentally evaluated, and their antiparasitic
potential was further investigated through molecular docking studies using
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) as the molecular target.
Fractionation of the hexane fraction also enabled the isolation of the dimethylated
flavanone (2S)-desmethoxymatteucinol and two C4 epimeric sesterpenes, known as 4R-
and 4S -ficifolidiones. All isolated compounds are reported for the first time in a Brazilian
geopropolis. Overall, the results demonstrate that geopropolis from Melipona mondury
represents a promising multifunctional natural source of bioactive compounds with
pharmacological potential and significantly contributes to the phytochemical
characterization of this matrix, whose composition is strongly influenced by biological,
geographic, and environmental factors.

Keywords: C-methylated flavanones; sesterpenes; phytochemical characterization; (2S)-

strobopinin; (2S)-cryptostrobin; (2S)-desmethoxymatteucinol and ficifolidiones.



1. REVISAO DA LITERATURA

1.1. Meliponineos (Apidae: Meliponinae)

O Brasil abriga uma das maiores diversidades de abelhas sociais nativas sem
ferrdo do mundo, conhecidas como abelhas indigenas, as quais desempenham papel
ecologico central na polinizacdo e na manutencdo da biodiversidade dos ecossistemas
naturais e agricolas (Silva & Paz, 2012). Embora apresentem produc¢éo quantitativamente
inferior de mel e propolis quando comparadas as abelhas meliferas (Apis mellifera), essas
espécies sdo responsaveis por uma parcela expressiva da polinizacao de plantas nativas e
cultivadas, com estimativas que variam entre 40 e 90% das espécies florais no territorio
nacional (Freitas, 2003; De Souza, 2018).

As abelhas sem ferrdo apresentam comportamento eusocial, com organizagdo em
coldnias estruturadas por divisdo de castas (rainha, operarias e zangdes), elevada
sensibilidade a alteracbes ambientais e ampla distribuicdo em regiGes tropicais e
subtropicais (Freitas, 2003; Sousa et al., 2019). Do ponto de vista taxonémico, pertencem
a ordem Hymenoptera e a superfamilia Apoidea, a qual compreende oito familias:
Andrenidae, Anthophoridae, Colletidae, Halictidae, Melittidae, Megachilidae, Oxaeidae
e Apidae. A familia Apidae subdivide-se em quatro subfamilias, Bombinae, Euglossinae,
Apinae e Meliponinae, sendo esta Ultima composta, principalmente, pelas tribos
Meliponini e Trigonini, amplamente representadas no Brasil e conhecidas coletivamente
como meliponineos (Macedo et al., 2020).

A tribo Meliponini é exclusiva das Américas, ocorrendo desde o Sul da América do
Sul até as montanhas do Norte do México e em toda a América Central. No Brasil, essa
tribo apresenta elevada diversidade, com centenas de espécies distribuidas em diversos
géneros. Dentro desse grupo, o género Melipona é um dos mais representativos, com
cerca de 20 espécies nativas registradas no pais (Macedo et al., 2020), destacando-se a
Melipona quadrifasciata anthidioides (mandacaia), Melipona subnitida (jandaira),
Melipona compressipes fasciculata (urucu-cinzenta) e Melipona mondury (urugu-
amarela) (Figura 1).

A M. mondury, popularmente conhecida como urugu-amarela ou burgia, é uma
abelha social descrita originalmente por Smith em 1863, que destacou sua semelhanca
morfologica com Melipona rufiventris, espécie descrita anteriormente por Lepeletier
(Smith, 1863). Essa espécie forma colonias numerosas e, como mecanismo de defesa,

utiliza beliscdes na pele, uma vez que apresenta ferrdo atrofiado. Sua coloracdo é



predominantemente amarela, com abdémen escuro e listras claras, caracteristica que deu

origem ao seu nome popular.

Figura 1: Algumas abelhas nativas brasileiras: A) M. quadrifasciata anthidioides

(Mandacaia); B) M. subnitida (Jandaira Nordestina); C) M. mondury (Urugu-amarela).
(Fontes: http://www.ra-bugio.org.br/ver_especie.php?id=778;
https://luizrubim.blogspot.com/2010/03/minha-paixao-pelas-abelhas-de-jandaira.html;
https://abelhas.org/abelha/mondury/13557).

A distribuicdo geografica da M. mondury é considerada restrita a areas de Mata
Atlantica, abrangendo os Estados da Bahia, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Minas Gerais,
Sao Paulo, Parana e Santa Catarina (Figura 2) (Dias, 2008; Dias et al., 2024). A Mata
Atlantica, segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2023),
é um dos biomas mais ameacados do pais, apesar de ser reconhecida como patriménio
nacional pela Constituicdo Federal, concentrando elevado nimero de espécies ameacadas
de extingdo e registros de espécies ja extintas.

Nesse contexto, a M. mondury encontra-se em risco de extingdo, sendo
classificada como vulneravel nos estados de Sdo Paulo e Santa Catarina e como
criticamente em perigo no Parand (Dias et al., 2024). Em Minas Gerais, a espécie também
integra a lista de espécies ameacadas, sobretudo em decorréncia do intenso desmatamento
e da fragmentacéo de seu habitat natural (Sousa, 2012; ICMBIo, 2022). Em contraste, no
Rio Grande do Sul, a M. mondury ocorre fora de sua area de distribuicdo natural em
decorréncia de introduc@es antropicas e &€ amplamente mantida por meliponicultores, o
que pode suscitar preocupacbes do ponto de vista ecoldgico e conservacionista,
especialmente no que diz respeito aos potenciais impactos sobre a biodiversidade local
(Ambrosini et al., 2023).
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Figura 2: Registros de localizagdo de Melipona mondury no bioma Mata Atlantica,
conforme speciesLink e GBIF (Fonte: Dias, et al., 2024).

Devido a elevada diversidade de abelhas sem ferrdo no Brasil, € comum que
diferentes espécies compartilhem o mesmo nome popular. Termos como “jandaira”,
“mirim”, “mosquito”, “mandacaia” e “urugu” sdo amplamente utilizados em diversas
regibes do pais para designar espécies distintas, 0 que pode gerar ambiguidades na
identificacdo taxonémica. Dessa forma, o uso da nomenclatura cientifica é essencial para
assegurar a correta identificacdo das espécies nativas estudadas (Freitas, 2003).

Muitas abelhas sem ferrdo podem ser domesticadas para a exploracao racional de
seus produtos naturais, como mel, polen, cerume e geoprépolis, sendo o mel
tradicionalmente considerado o principal produto de comercializacdo (Nogueira, 1997;
Santos et al., 2020). A criacdo racional dessas abelhas € denominada meliponicultura,
termo introduzido por Paulo Nogueira Neto em 1953, pioneiro nos estudos sobre a
biologia e 0 manejo de abelhas sem ferrdo. No Brasil, essa pratica antecede a colonizagédo
europeia, tendo sido amplamente desenvolvida por povos indigenas antes mesmo da
introducdo de Apis mellifera L. (Barbiére & Francoy, 2020).

Atualmente, a meliponicultura tem se consolidado como uma importante fonte

complementar de renda em diversas regides agricolas, em funcdo do facil manejo das



colmeias, do baixo custo de implementacdo dos meliponarios e da valorizacao de seus
subprodutos. Além disso, essa atividade contribui de forma significativa para a
preservacdo dos agroecossistemas, ao incentivar a conservacdo das espécies vegetais
visitadas por essas abelhas (Maia et al., 2015; Santos et al., 2020).

No contexto brasileiro, a elevada biodiversidade floral tem impulsionado a
expansdo da meliponicultura em todo o territério nacional. A criagdo de coldnias em &reas
rurais ndo apenas oferece aos pequenos agricultores uma nova fonte de renda, mas
também assegura 0 acesso a produtos como mel e geopropolis, favorecendo tanto o

consumo proprio quanto a comercializacdo (Ferreira et al., 2020).

1.2. Propolis e Geopropolis

Desde os tempos mais remotos, os produtos naturais tém sido amplamente
utilizados pela humanidade, sobretudo no tratamento empirico de enfermidades. A
ingestdo de folhas, cascas e ervas medicinais para aliviar dores e tratar doencas
provavelmente representou uma das primeiras formas de uso sistematico dessas
substancias (Viegas et al., 2006).

Nas ultimas décadas, o interesse cientifico por produtos de origem natural tem
crescido de forma expressiva, impulsionado pela diversidade estrutural e pelas multiplas
propriedades terapéuticas associadas a essas matrizes (Newman & Cragg, 2020). O
reconhecido valor medicinal dos produtos naturais tem fomentado estudos voltados,
principalmente, a identificacdo e caracterizacdo de moléculas bioativas, um aspecto que
se tornou ainda mais relevante diante da necessidade continua de descoberta de novos
farmacos mais eficazes e seguros (Barreiro et al., 2009; Newman & Cragg, 2020).

Nesse contexto, a propolis destaca-se como um produto natural de grande
relevancia cientifica e popular. Trata-se de uma mistura complexa de substancias
gomosas e resinosas coletadas por abelhas meliferas do género Apis a partir de brotos,
flores e exsudados vegetais, as quais se adicionam secrecOes salivares das abelhas. Essa
matriz apresenta ampla gama de atividades biologicas, incluindo propriedades
antioxidante, antitumoral, cicatrizante, imunomoduladora e antimicrobiana (Brasil, 2001;
Sforcin et al., 2017) (Figura 3). Atualmente, a propolis é comercializada em diversas
formulagGes, como comprimidos, pastilhas, tinturas, pomadas, cremes e loc¢des, sendo
amplamente utilizada na prevencdo e no tratamento de infeccbes e processos
inflamatdrios (Castaldo & Capasso, 2002; Kadota et al., 2012).
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Figura 3: Abelha melifera revestindo a colmeia com propolis (Fonte: Emater-MG).

Relatos historicos indicam que a prépolis j4 era empregada por civilizacoes
antigas, com destaque para 0s egipcios, que a utilizavam no processo de mumificacao,
explorando suas propriedades antiputrefativas para retardar a decomposicao e prevenir
infeccOes (Sforcin et al., 2017; Gabriel, 2019).

A geopropolis, também conhecida como batume, é uma resina natural produzida
por abelhas sem ferrdo, apresentando similaridades funcionais com a préopolis de Apis,
porém com composicao diferenciada. O termo geopropolis deriva do prefixo “geo”, em
referéncia & incorporacgéo de material inorganico, como solo ou barro, a sua matriz. Essa
caracteristica é tipica de muitas espécies de abelhas nativas e confere identidade singular
a esse produto natural (Cardozo et al., 2015; Sousa et al., 2019) (Figura 4). Contudo,
conforme destacado por Lavinas et al. (2019), algumas resinas produzidas por abelhas
sem ferrdo podem ser classificadas simplesmente como prépolis, em virtude da presenca

minima ou praticamente inexistente de material inorganico em sua composicao.

Figura 4: Amostra in natura de geopropolis de Melipona mondury (Fonte: Préprio
autor).
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No Brasil, a propolis produzida por A. mellifera é regulamentada pelo Ministério
da Agricultura e Pecuaria (MAPA), por meio do Regulamento Técnico de Identidade e
Qualidade do Extrato de Propolis (Brasil, 2001). Em contraste, a geopropolis ainda carece
de legislacéo especifica que estabeleca parametros de identidade, qualidade e seguranca,
principalmente em razao da escassez de dados consistentes sobre sua composic¢ao quimica
e a auséncia de biomarcadores bem definidos (Cunha, 2017; Sousa et al., 2019).

Levantamentos bibliogréficos realizados na base de dados Web of Science,
considerando o periodo de 1998, ano do primeiro estudo reportado sobre geopropolis, até
2025, indicam a existéncia de 139 publicacdes relacionadas a essa matriz, utilizando o
nome “geopropolis” como topico. A analise das categorias dessas publicacdes revela
predominancia de estudos voltados a avaliacdo do potencial bioldgico da geoprépolis.

Sendo assim, esses dados indicam que, embora diversas atividades bioldgicas
sejam atribuidas a geoprépolis, ainda sdo escassos 0s estudos que se dedicam a
identificacdo e caracterizacdo das substancias responsaveis por tais efeitos.

A pandemia de Covid-19, iniciada em 2020, intensificou a busca por produtos
naturais e alimentos com potencial imunomodulador, resultando em aumento
significativo da demanda por diferentes tipos de propolis. Como consequéncia, observou-
se crescimento expressivo no nudmero de estudos publicados sobre a prépolis de A.
mellifera, fornecendo maior embasamento cientifico e aumentando a confiabilidade de
seu uso terapéutico (Barretta et al., 2020). Esse cenario contrasta com a geopropolis, cuja
producdo é mais limitada e cujas cadeias produtivas ainda sdo incipientes.

A propolis de abelhas africanizadas (meliferas) é mais amplamente investigada
devido a sua maior disponibilidade comercial, o longo histérico de uso na medicina
tradicional e a existéncia de cadeias produtivas consolidadas, fatores que facilitam o
acesso a matéria-prima e a padronizacdo de métodos de extracdo e analise. A presenca de
compostos bioativos j& bem caracterizados também contribui para a maior
reprodutibilidade dos estudos e para sua regulamentacao (Berretta et al., 2020; Ripari et
al.,, 2020). Esses aspectos refletem-se no numero significativamente superior de
publicacdes relacionadas a prépolis quando comparadas a geopréopolis ao longo dos

mesmaos periodos (Figuras 5a e 5b).
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Figura 5a: Publicacdes cientificas sobre geoprépolis entre anos de 1998 e 2025 (Fonte:
Informagdes coletadas na base de dados Web of Science em 23/12/2025).

Apesar dessas diferencas, observa-se um crescimento continuo do interesse da
comunidade cientifica pela geopropolis, evidenciado pelo aumento gradual do nimero de
publicacdes ao longo dos anos (Figura 5a). Essa tendéncia é mais relevante do que o
namero absoluto de publica¢des, pois, enquanto os estudos sobre prépolis permaneceram
praticamente estaveis nos Gltimos cinco anos, as pesquisas envolvendo geoprépolis
apresentaram crescimento continuo ao longo desse periodo. Esse cenério reforca a
relevancia de estudos que visem aprofundar o conhecimento sobre sua composi¢ao
quimica e suas propriedades biol6dgicas, contribuindo para sua valorizagdo cientifica e
potencial aplicacéo terapéutica.
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Figura 5b: Publicacbes cientificas sobre propolis entre anos de 1998 e 2025 (Fonte:
Informac0es coletadas na base de dados Web of Science em 23/12/2025).
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1.3. Propriedades Bioldgicas da Geopropolis

Estudos quimicos e bioldgicos tém evidenciado a geopropolis como uma matriz
natural rica em compostos bioativos, com ampla gama de propriedades biologicas. Esse
produto apicola tem despertado crescente interesse cientifico e social, especialmente
diante da demanda por alternativas naturais e sustentaveis com potencial aplicacdo
farmacoldgica (Sforcin et al., 2017).

A diversidade quimica da geoproépolis, fortemente influenciada por fatores
ambientais, pela flora local e pelas espécies de abelhas sem ferrdo, confere a esse material
um carater multifuncional. A Tabela 1 apresenta um resumo das principais atividades
bioldgicas atribuidas a diferentes tipos de geopropolis, evidenciando seu variado

potencial terapéutico e farmacoldgico.

Tabela 1: Propriedades bioldgicas associadas a algumas geoprépolis de ASF.

ESPECIE DE ABELHA ATIVIDADE BIOLOGICA REFERENCIAS

Melipona fasciculata, Dutra, et al., 2014;
Melipona mondury, Antioxidante Dos Santos, et al., 2017,
Melipona rufiventris. Sousa, et al., 20109.

Novaes & Torres, 2024;

Melipona mondury, Waller. et al.. 2017:

Tetragonisca Antimicrobiana
Peter, et al., 2019;
angustula.
Dos Santos, et al., 2017.
Melipona scutellaris, o _ Da cunha, et al.; 2015;
) Antiproliferativa
Melipona mondury. Dos Santos, et al., 2017.

Melipona subnita, .
Pereira, et al.; 2017;

Melipona seminigra Fitotoxica _
) Filho, et al., 2019.
permigra.
Meli llari Franchin, et al.; 2012,
elipona scutellaris. Ari
P Anti-inflamatéria 2013,
Melipona fasciculata Dutra, et al. 2019.

Antiparasitaria

Melipona mondury Dos santos, et al., 2025.
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Entre as atividades biologicas mais investigadas, destaca-se a atividade
antioxidante. Diversos processos metabolicos, associados as reagGes bioquimicas e a
cadeia respiratoria celular, resultam na formacgdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs), caracterizadas por elevada reatividade. Embora o organismo possua sistemas
antioxidantes enddgenos capazes de neutraliza-las, o excesso dessas espécies pode levar
ao estresse oxidativo, condi¢do associada a peroxidacdo lipidica, ao envelhecimento
precoce e ao desenvolvimento de doengas cronicas, como diabetes, enfermidades
cardiovasculares e distdrbios neurodegenerativos (Mosca et al., 2017; Almeida, 2018).

Nesse contexto, compostos antioxidantes de origem natural, especialmente os
fendlicos presentes em produtos apicolas e vegetais, tém sido amplamente estudados
devido a sua capacidade de atenuar os danos celulares induzidos pelas EROs (Menezes,
2005; Moraes et al., 2022). O elevado potencial antioxidante dessas substancias esta
relacionado a sua capacidade de doar elétrons ou atomos de hidrogénio, formando radicais
fendlicos estabilizados por ressonancia (Figura 6), o que contribui para a interrupcao de
processos oxidativos em nivel celular (Susanti et al., 2024).
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Figura 6: Estruturas de ressonancia do radical fenolico estabilizado por ressonancia.

A atividade antioxidante do mel e da geopropolis tem sido destacada em diversos
estudos, sendo associada principalmente a presenca de uma variedade de compostos
polifendlicos, como os flavonoides, os quais desempenham papel fundamental no
controle e prevencao das patologias citadas anteriormente (Guedes, 2018).

Para a avaliagcdo dessa atividade, métodos espectrofotométricos sdo amplamente
empregados, destacando-se o ensaio com o radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila),
que permite estimar a capacidade antirradicalar dos extratos naturais (Sousa et al., 2019).

Batista et al. (2016) analisaram a composi¢do quimica e a atividade antioxidante
da geopropolis produzida pela abelha Melipona fasciculata, coletada em regifes de
campos alagados e cerrado no estado do Maranhdo. Os autores observaram valores de

Clso entre 4,24 ¢ 44,44 pg-mL™" no ensaio DPPH, atribuidos principalmente a elevada
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concentracdo de compostos fendlicos, como os &cidos galico e elagico. De modo
semelhante, Silva et al. (2016) relataram correlac@o positiva entre os teores de fendis e
flavonoides totais e a atividade antioxidante da geopropolis de Plebeia aff. flavocincta,
coletada no Rio Grande do Norte. Esses resultados sdo consistentes com estudos
realizados com outras geopropolis, reforcando o papel central dos compostos fenolicos
na atividade antioxidante de produtos apicolas (Da Silva et al., 2013; Sousa et al., 2019;
Ferreira et al., 2022).

Além da atividade antioxidante, evidéncias indicam que o estresse oxidativo
desempenha papel importante na carcinogénese, uma vez que niveis elevados de EROs
podem causar danos a biomoléculas essenciais, como DNA, RNA, lipidios e proteinas
(Andrade et al., 2010; Almeida, 2018). O cancer engloba um conjunto de mais de cem
doencas caracterizadas pela proliferacdo celular descontrolada, com elevado potencial
invasivo e elevada taxa de mortalidade, configurando-se como um dos principais
problemas de salde publica em escala global (Santos et al., 2023).

No Brasil, dados do Instituto Nacional de Cancer (INCA) apontam que o cancer
de préstata € o tipo mais incidente entre os homens em todas as regides do pais, com cerca
de 72 mil novos casos estimados por ano para o triénio 2023-2025, sendo superado
apenas pelo céancer de pele ndo melanoma. Entre as mulheres, o cancer de mama se
destaca como o0 tumor mais prevalente, com estimativas de aproximadamente 74 mil

NOVOoS casos anuais até 2025.

Homens Mulheres

vy

Legenda:

Legenda: l
M Prostata Mamia I I
M cavidade oral I colo do dtero I
M Pulmio W Pulinde I
B Estdmago B Estomago I
Cdlon e reto Célon e reto '
Glandula tireoide: I

Figura 7: Distribuicdo dos tipos de cancer mais incidentes (taxa ajustada) por UF e
sexo, 2023-2025 (Fonte: Santos, et al., 2023).
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Os tratamentos tradicionais, como quimioterapia, radioterapia e cirurgias, muitas
vezes ndo apresentam resultados tdo satisfatorios, seja pela toxicidade sistémica, pelo
desenvolvimento de resisténcia aos medicamentos utilizados ou pela baixa especificidade
dos alvos terapéuticos (Imtiaz et al., 2025).

Logo, diante desse cenario, a busca por novas substancias bioativas,
especialmente de origem natural, tem se intensificado com vistas ao desenvolvimento de
terapias complementares e adjuvantes (acupuntura, ioga e meditacdo) aos tratamentos
convencionais (Jelic et al, 2021). Nesse contexto, a geoprépolis tem sido investigada
quanto ao seu potencial antitumoral e ao seu uso associado a quimioterapia, com 0
objetivo de aumentar a eficacia terapéutica e reduzir efeitos adversos (Cunha, 2017;
Sforcin, et al. 2017).

Borges et al. (2011) demonstraram que a geoprépolis produzida por Scaptotrigona
sp. apresentou efeito inibitdrio sobre a proliferacéo de linhagens celulares de glioblastoma
humano (U251 e U343) e fibroblastos (MRC-5), além de potencializar a acdo da
temozolomida, indicando efeito sinérgico. Resultados semelhantes foram observados por
Dos Santos et al. (2017), que avaliaram o extrato etandlico da geoprépolis de Melipona
mondury, coletada em Entre Rios, Bahia, frente a diferentes linhagens tumorais humanas
(incluindo carcinoma hepatocelular humano -HepG2, leucemia promielocitica humana -
HL-60 e leucemia mielocitica cronica humana-K562), observando maior seletividade
citotoxica para células tumorais em comparacao a células sadias.

Uma revisdo conduzida por Pereira et al. (2021) reuniu dados de ensaios pré-
clinicos envolvendo proépolis e geoprépolis de 33 espécies de abelhas sem ferrdo,
avaliadas frente a diferentes tipos de cancer, incluindo tumores sélidos e hematolégicos.
Os autores destacaram o Brasil entre os paises com maior numero de amostras

apresentando potencial antitumoral promissor, conforme ilustrado na Figura 8.
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Figura 8: Distribuicdo global de espécies de abelhas sem ferrdo produtoras de prépolis
e geopropolis com potencial antitumoral (Fonte: Pereira, et al., 2021).

Além das atividades antioxidante e antiproliferativa atribuidas a matriz
geopropolis, diversos estudos também destacam sua eficécia frente a microrganismos
patogénicos, incluindo fungos, bactérias, virus e protozoarios (Waller et al., 2017; Novaes
& Torres, 2024; Coelho, 2015; Dutra et al., 2019). Entre as enfermidades causadas por
esses microrganismos, a doenca de Chagas, a esporotricose e a candidiase tém despertado
especial interesse da comunidade cientifica, devido a sua elevada relevancia clinica e aos
desafios associados as terapias atualmente disponiveis.

A doenca de Chagas (DC), também denominada tripanossomiase americana, é
classificada como uma doenca tropical negligenciada pela Organizacdo Mundial da Saide
(OMS). Trata-se de uma enfermidade causada pelo hemoprotozoario flagelado
Trypanosoma cruzi (Kinetoplastida, Trypanosomatidae), transmitido ao hospedeiro
humano principalmente por insetos hemat6fagos popularmente conhecidos como
“barbeiros”, pertencentes aos géneros Triatoma, Panstrongylus e Rhodnius (Coura et al.,
2002; Trindade et al., 2021). Essa doenca esta fortemente associada a condicOes
socioecondmicas desfavoraveis, acometendo sobretudo populacdes da Asia, Africa e
América Latina. Em razdo disso, observa-se um investimento reduzido em pesquisas
voltadas ao desenvolvimento de novas terapias, uma vez que essas enfermidades geram
baixo retorno econémico para a industria farmacéutica (Valverde, 2013; Dos Santos et
al., 2025).
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O T. cruzi apresenta um ciclo de vida complexo, envolvendo fases distintas tanto
no vetor invertebrado quanto no hospedeiro vertebrado, conforme ilustrado na Figura 9.
No inseto vetor, os parasitos diferenciam-se em epimastigotas, multiplicam-se no
intestino e, posteriormente, transformam-se em tripomastigotas metaciclicos. Durante a
alimentacdo hematofaga, essas formas infectantes sdo eliminadas juntamente com as
fezes e a urina do barbeiro, podendo penetrar no organismo humano por meio da leséo
cutdnea ou através de mucosas. No hospedeiro vertebrado, os tripomastigotas invadem
células préximas ao local de inoculacdo, diferenciando-se em amastigotas, a forma
intracelular replicativa. Ap0Os sucessivas divisdes binarias, essas formas evoluem
novamente para tripomastigotas, promovem a lise celular e s&o liberadas na corrente
sanguinea, onde podem infectar diferentes tecidos, com predilecdo por células musculares
(cardiacas, lisas e esqueléticas) e ganglionares, entre outras (Pérez-Molina & Molina,
2018).

no inseto barbeiro’ ‘no ser humano

7.0 inssto pica e defeca ao
mesmo tempo; o tripomastigota
passa a ferida nas fezes

‘ D 2-08 tripomastiotas
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transformam em amastigotas
~

8. transformam-se @ \
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Figura 9: Ciclo de vida do T. cruzi no hospedeiro vertebrado e invertebrado,
explicitando-se suas respectivas formas celulares (Fonte: Kosminsky & Vasconcelos,
2024).

No Brasil, o unico farmaco disponivel comercialmente para o tratamento da DC
na fase aguda € o benznidazol (1), cuja estrutura molecular é apresentada na Figura 10.
Entretanto, esse medicamento apresenta baixa eficacia na fase crénica da doenca, além

de estar associado a diversos efeitos adversos, como anorexia, nauseas, vémitos, perda de
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memoria, vertigem, entre outros, que podem levar a interrupcao do tratamento (Ferreira
etal., 2019).

A J

Figura 10: Estrutura quimica do farmaco Benznidazol ().

Até o momento, a literatura cientifica carece de estudos que investiguem a
atividade antiparasitaria da geopropolis brasileira frente a cepas de T. cruzi, o que confere
carater inovador a presente pesquisa. Ademais, os dados disponiveis sobre a atividade
antiparasitaria da geopropolis, de modo geral, ainda sdo bastante limitados. Nesse
contexto, Dutra et al. (2019) avaliaram a atividade leishmanicida da geoprdpolis
produzida por M. fasciculata, coletada no estado do Maranh&o. Os autores observaram
uma reducdo significativa da infeccdo em macrdfagos murinos tratados com o extrato de
geoprépolis, evidenciada pelo menor nimero de amastigotas internalizados, quando
comparados ao grupo controle ndo tratado. Além disso, o extrato bruto da geopropolis foi
submetido a particdo por solventes em ordem eluotrépica, sendo a fracdo acetato de etila
a que apresentou maior atividade e melhor indice de seletividade. A analise por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) permitiu a
identificacdo dos acidos fendlicos galico e elagico como os principais constituintes tanto
do extrato quanto da fracdo ativa. Esses resultados indicam que a atividade antileishmania
da geoprdpolis pode estar diretamente associada a presenca desses compostos, reforcando
a importancia dos acidos fendlicos nas propriedades bioldgicas dessa matriz natural.

Além da DC, a esporotricose destaca-se como outra enfermidade de elevado
potencial zoondtico e crescente relevancia em salde publica, especialmente no estado do
Rio de Janeiro. Essa infeccdo é causada por fungos do complexo Sporothrix schenckii,
sendo Sporothrix brasiliensis a espécie predominante nos surtos envolvendo cées e gatos
no Brasil (Waller et al., 2017; Teixeira & Zat, 2021). O tratamento dessa zoonose é
realizado principalmente com antifingicos azélicos, sendo o itraconazol (2) o farmaco de

primeira escolha.
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No entanto, o surgimento de isolados fdngicos resistentes aos antifingicos
convencionais tem despertado grande interesse no desenvolvimento de novas alternativas
terapéuticas, impulsionando pesquisas voltadas a quimioterapia dessa doenca (Waller et
al., 2017). Dessa forma, a geopropolis, por desempenhar papel essencial na manutengédo
da assepsia das colmeias de abelhas sem ferrdo, prevenindo a proliferacdo de
microrganismos patogénicos, apresenta-se como uma matriz promissora para
investigacgOes relacionadas a sua atividade antifungica.

Até o momento, ndo ha relatos na literatura sobre a atividade antifingica da
geopropolis brasileira produzida por M. mondury frente a cepas de S. brasiliensis.
Entretanto, alguns estudos avaliaram a acdo antifingica da geoprépolis produzida pela
abelha sem ferrdo Jatai (Tetragonisca angustula). Waller et al. (2017) observaram que
isolados clinicos de S. brasiliensis apresentaram resisténcia tanto aos extratos alcoélicos
de prépolis verde produzida por A. mellifera quanto a geopropolis de Jatai, nas
concentracdes de 50 a 1,56 mg/mL, avaliadas por meio do teste de microdiluigdo em
caldo. Esses resultados indicam que os extratos analisados ndo apresentaram atividade
antifangica, nas concentracdes testadas, frente a esse patdgeno, reforcando a necessidade
de novos estudos voltados a identificacdo de compostos naturais com potencial acédo
fungicida.

Outro microrganismo de grande interesse cientifico é Candida albicans, principal
agente etioldgico da candidiase. Essa levedura, que integra a microbiota humana, pode
causar infeccdes locais e sistémicas, sendo responsavel por aproximadamente 60% dos
isolados provenientes de infeccdes hospitalares (Junior et al., 2019; Paz et al., 2023). Os
principais antifangicos utilizados no tratamento dessas infec¢6es incluem itraconazol (2),
anfotericina B (3), clotrimazol (4), nistatina (5), miconazol (6) e fluconazol (7), conforme
ilustrado na Figura 11.

Entretanto, nenhum dos antifungicos atualmente disponiveis pode ser considerado
ideal para o tratamento das infec¢des causadas por C. albicans, em virtude do aumento
da resisténcia fungica e da elevada toxicidade associada ao uso prolongado desses
medicamentos (Faria et al., 2017). Dessa forma, torna-se imprescindivel a realizacdo de
estudos voltados a triagem de substancias quimicas ou matrizes naturais com potencial
atividade antifingica, visando ao desenvolvimento de alternativas terapéuticas mais

eficazes e seguras.
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Figura 11: Estruturas quimicas dos principais antifingicos utilizados para combater
infeccdes fangicas. Itraconazol (2), anfotericina B (3), clotrimazol (4), nistatina (5),
miconazol (6) e fluconazol (7)

Nesse sentido, Faria e colaboradores (2017) realizaram um estudo in vitro para
avaliar a atividade antifingica de produtos oriundos da abelha sem ferrdo Melipona
quadrifasciata, incluindo sua geoprdpolis, frente a C. albicans. Embora tenham sido
testadas concentracOes elevadas dos extratos, nenhuma inibicdo do crescimento fungico
foi observada nas condicdes experimentais avaliadas. Com base nesses resultados, 0s
autores concluiram que, de acordo com a metodologia empregada, a geoprépolis dessa
espécie ndo apresentou atividade antifingica frente aos isolados de C. albicans.

Diante do exposto, evidencia-se a necessidade de novos estudos envolvendo
geoprépolis produzidas por outras espécies de abelhas sem ferrdo, como M. mondury,
com o objetivo de investigar a presenca de compostos bioativos com potencial acdo
antifangica pronunciada frente a microrganismos de relevancia clinica, contribuindo,
assim, para 0 avanco do conhecimento cientifico e para o desenvolvimento de novas

estratégias terapéuticas.

1.4. Composic¢do Quimica da Geopropolis

O isolamento e a identificagdo de substancias bioativas desempenham papel
fundamental na pesquisa em produtos naturais, uma vez que ndo apenas contribuem para

a descoberta de novos farmacos, mas também ampliam a compreensdo de diferentes
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processos biologicos. No caso da geopropolis, os estudos voltados ao isolamento e a
caracterizagdo de seus constituintes quimicos ainda sdo relativamente recentes e escassos.
Apesar dos avancos cientificos na investigacdo de seu potencial bioldgico, o
conhecimento acerca dos compostos especificos responsaveis por essas propriedades
permanece limitado.

Ressalta-se que muitas das substancias presentes na geopropolis ainda ndo foram
isoladas nem completamente caracterizadas por técnicas espectroscopicas classicas,
sendo frequentemente apenas detectadas por métodos colorimétricos ou por técnicas
cromatograficas acopladas a espectrometria de massas. Nesses casos, a identificacdo dos
compostos ocorre por meio da comparacdo dos dados obtidos com bancos de dados
contendo moléculas previamente descritas na literatura. Dentre as técnicas mais
empregadas, destacam-se a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas de
alta resolucdo e a cromatografia gasosa de alta temperatura e alta resolucdo acoplada a
espectrometria de massas. Essas abordagens sdo amplamente utilizadas na analise de
matrizes complexas, como a geopropolis, por combinarem elevado poder de separacdo
cromatografica com alta sensibilidade e precisao analitica, possibilitando a identificacdo
confiavel de compostos mesmo em niveis trago (Turco et al., 2023; 2025).

Alguns derivados de 4&cidos cindmicos, tais como o &cido 3-prenil-4-
hidroxicindmico (8), o &cido 3,5-diprenil-4-hidroxicindmico (9) e o acido 2,2-dimetil-8-
prenil-2H-1-benzopiran-6-propenoico (10), foram identificados em altas concentracbes
na propolis produzida por A. mellifera e, em menores concentracdes, na geopropolis
elaborada por Tetragonisca angustula (Figura 12). A detec¢do desses compostos foi
realizada por HT-HRGC e HT-HRGC-MS em estudo conduzido por Miorin e
colaboradores (2003).

HO

®) (&) (10)

Figura 12: Alguns derivados de acidos cinamicos encontrados em propolis de
abelha A. melifera e geoprdpolis de abelha sem ferrdo T. angustula. Acido 3-
prenil-4-hidroxicinamico (8), o acido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico (9) e o

acido 2,2-dimetil-8-prenil-2H-1-benzopiran-6-propenoico (10).
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No mesmo ano, Pereira e colaboradores observaram similaridades na composicéao
quimica da propolis coletada na regido Sudeste do Brasil, ao comparar amostras
produzidas por abelhas africanizadas (A. mellifera) e por abelhas sem ferrdo (T.
angustula). A principal diferenca identificada esteve relacionada as concentracdes de
aminoéacidos, carboidratos e polidis. Com base nesses achados, 0s autores sugeriram que
ambas as espécies de abelhas possivelmente exploraram exsudatos de fontes vegetais
semelhantes.

Em estudos realizados por Cardozo e colaboradores (2015), utilizando técnicas
cromatograficas e espectrométricas, como a cromatografia liquida de ultraeficiéncia
acoplada a espectrometria de massas (UPLC-MS) e a espectrometria de massas
sequencial (UPLC-MS/MS), foram identificados compostos fendlicos, flavonoides e
acidos terpénicos em diferentes amostras de geopropolis provenientes de Prudentopolis
(PR). As analises envolveram geoprépolis produzidas por abelhas sem ferrdo das espécies
Melipona quadrifasciata anthidioides (Mandagaia), T. angustula (Jatai) e Melipona
marginata (Manduri) (Figura 13).
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Figura 13: Compostos naturais identificados em diferentes geoprépolis de
Prudentopolis das abelhas sem ferrdo Mandacaia (11 e 14), Jatai (12 e 15) e Manduri
(13 e 16) (Cardozo, et al., 2015). (11) - Acido cafeico. (12) - Canferide. (13) - Acido

15-acetoxiisocupressico. (14) - 3-metoxi-4-hidroxicinamaldeido. (15) - Canferol. (16) -
Acido isocupréssico.

Santos e colaboradores (2017), ao investigarem as propriedades biolégicas da
geopropolis produzida pela abelha sem ferrdo Melipona orbignyi, coletada no estado do
Mato Grosso do Sul, identificaram uma ampla variedade de compostos, incluindo
flavonoides como naringenina (17), metil naringenina (18), aromadendrina (19) e metil

aromadendrina (20). Os compostos (17) e (19) ja haviam sido previamente identificados
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em geoprépolis de Melipona interrupta e Melipona seminigra (Figura 14). A
identificacdo foi inicialmente baseada nos espectros de absorcdo no UV, que
apresentaram bandas centradas em aproximadamente 290 nm, caracteristica observada
em esqueletos de flavanonas e flavanondis. A caracterizacdo quimica foi confirmada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector de arranjo de diodos e
espectrometria de massas (CLAE-DAD-EM), por meio da anélise dos ions fragmentarios,
sendo as formulas moleculares confirmadas a partir dos ions desprotonados com massas

exatas.
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Figura 14: Flavonoides encontrados em geopropolis de Melipona orbignyi.
Naringenina (17), metil naringenina (18), aromadendrina (19) e metil aromadendrina

(20).

Nesse mesmo estudo, os autores também identificaram compostos distintos
daqueles comumente encontrados em geopropolis produzidas por outras espécies de
abelhas sem ferrdo, como derivados glicosilados de acidos fenolicos. Esses resultados
evidenciam a forte influéncia tanto da espécie produtora, quanto da origem boténica das
resinas utilizadas na composicao quimica dessa matriz natural.

Rubinho et al. (2019) avaliaram a composicdo fendlica, bem como o potencial
antimicrobiano, antioxidante e antiproliferativo da geoprépolis produzida por M.
quadrifasciata anthidioides na regido Sul de Minas Gerais. A caracterizacdo dos
compostos fendlicos foi realizada por LC-HRMS, com base na comparacdo dos dados
obtidos com informagdes disponiveis na literatura. Foram identificados acidos fenolicos,
como o0s &cidos galico, elagico e p-cumarico, além de flavonoides semelhantes aos
encontrados em geopropolis de M. orbignyi, incluindo naringenina (17), metil
naringenina (18), aromadendrina (19) e metil aromadendrina (20).

Cabe destacar que algumas substancias, como os acidos galico e elagico, ja foram
identificadas em diferentes tipos de geoprdpolis, conforme apresentado na Tabela 2.

Ainda assim, é importante enfatizar que os produtos elaborados por abelhas sem ferréo
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apresentam carater singular. Essa singularidade decorre da elevada diversidade de
espécies produtoras, de sua ampla distribuicdo geogréafica no territdrio brasileiro e da
expressiva biodiversidade floral do pais. Nesse contexto, a caracterizacao fitoquimica da
geopropolis torna-se especialmente relevante, uma vez que a concentracao de um mesmo
metabolito pode variar significativamente entre amostras produzidas por diferentes
espécies de abelhas, influenciando diretamente suas propriedades terapéuticas (Dutra,
2012).

Em estudo conduzido por Turco e colaboradores (2023) foram identificados, com
alto grau de confiabilidade, 61 compostos pertencentes a diferentes classes de lipidios em
geopropolis brasileira, por meio de LC-HRMS associada a ferramentas de bioinformatica.
Os autores concluiram que os lipidios presentes nessa matriz nao se restringem a ceras e
acidos graxos, incluindo também amidas e aminas, lipidios fenodlicos, resorcindis,
retinoides, abietanoides, diterpenoides, triterpenoides pentaciclicos, prostaglandinas e

esteroides.

Tabela 2: Algumas substancias quimicas comuns encontradas em geopropolis de

diferentes espécies de abelhas.

COMPOSTOS QUIMICOS ESPECIES DE ABELHA REFERENCIAS

COOH
Melipona rufiventris, Santini et al., 2024.
Melipona scutellaris, Aragjo et al., 2016.
HO OH Melipona mondury, Dos Santos et al., 2017
OH Melipona quadrisfaciata. Rubinho, et al., 2019.
Acido gaélico
(o)
[0
Melipona fasciculata, Batista et al., 2016.
Q Q OH Melipona subnitida, De Souza, et al., 2018.
Melipona scutellaris, Araujo et al., 2016.
g OH Melipona rufiventris. Santini et al., 2024.

(0]
Acido elagico
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Melipona orbignyi,
Melipona interrupta,
OH O Melipona seminigra.

OH
HO@N@ Melipona subnitida Ducke,

Naringenina

Da Silva et al., 2023.
Santos et al. 2017.

Melipona fasciculata
anthidioides,
Melipona quadrifasciata,
Tetragonisca angustula.

R = R, = CHj3; R1 = H: a- amirina
R = R1=CHz; R2 = H: - amirina

Bonamigo et al., 2017.
Torres et al, 2018.
Freitas et al., 2025.

Dos Santos et al. (2024) analisaram o perfil quimico de trés amostras de

geopropolis produzidas por diferentes espécies de abelhas sem ferrdo (Melipona fulva,

Melipona compressipes e Melipona paraensis), coletadas na regido Amazonica. Para esse

estudo, foram preparados extratos hexanicos por maceracdo em hexano durante 48 horas,

bem como extratos metandlicos utilizando metodologia similar. O extrato metandlico

seco da geopropolis de M. paraensis foi dissolvido em solugdo de MeOH:H:O (7:3, v/v)

e particionado com cloroférmio, originando uma fracdo cloroférmica que foi submetida

a cromatografia em coluna com silica gel 60. Dentre os compostos identificados em uma

das subfracOes, destacaram-se cicloartenol (21), 24-metilenocicloartenol (22), lupeol

(23), a-amirina (24) e B-amirina (25), presentes em mistura. Outra subfracdo, purificada

com cloroférmio puro, forneceu um sélido branco identificado como (2R,3R)-3,4’, 5-

triidroxi-7-metoxiflavanona (26) (Figura 15).
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Figura 15: Compostos isolados do extrato metandlico da geoprdpolis de M. paraenses.
Cicloartenol (21), 24-metilenocicloartenol (22), lupeol (23), a-amirina (24) ¢ p-amirina
(25), (2R,3R)-3,4’, 5-triidroxi-7-metoxiflavanona (26).

No estudo realizado por Da Paz et al. (2025), foi mapeada a composi¢do quimica
de extratos de geoprépolis produzidos pelas abelhas sem ferrdo M. bicolor, M. marginata
e M. mondury, coletadas no municipio de Guapimirim, Rio de Janeiro. A caracterizacdo
quimica, realizada por UPLC-HRMS/MS, revelou a presenca dos flavonoides ferreirina
(27) e diidrocanferide (28) como constituintes majoritarios (Figura 16), aléem dos
diterpenoides acido cupresico (16) e acido 15-acetoxiisocupresico (13). De forma
interessante, a artepelina C (9), um dos compostos caracteristicos da prépolis verde,
também foi detectada, sugerindo uma possivel contribuicdo de fontes vegetais

semelhantes na composicao das geopropolis analisadas.

(27)

Figura 16: Principais flavonoides presentes em geoprépolis de M. bicolor, M.
marginata e M. mondury, coletadas em Guapimirim, Rio de Janeiro. Ferreirina (27) e
diidrocanferide (28).
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Dentre as classes de compostos identificadas, as substancias fendlicas,
especialmente os flavonoides, séo reconhecidas como alguns dos principais componentes
biologicamente ativos da geoprdpolis. Estudos como os de Silva et al. (2016), Souza et
al. (2019) e Cruz (2023) reforcam a presenca desses metabolitos em geoprépolis
produzidas por abelhas sem ferrdo e sua contribuicdo para as propriedades biologicas
observadas. Além dos flavonoides, os terpenos também se destacam como compostos de
grande interesse, uma vez que atuam como importantes alvos biologicos e podem exercer
efeitos complementares nas atividades bioativas atribuidas a matriz geopropolis (Freitas
etal., 2025).

1.5. Flavonoides: definicao e biossintese

Os flavonoides pertencem ao grupo dos polifendis, metabolitos oriundos do
metabolismo especializado das plantas. Esses compostos encontram-se amplamente
distribuidos no reino vegetal e desempenham funcdes essenciais, tais como o crescimento
e desenvolvimento vegetal, o bloqueio da radiagdo ultravioleta, a sinalizacdo quimica e a
atuacdo como fitoalexinas nos mecanismos de defesa das plantas (Winkel, 2001;
Machado et al., 2008).

Esses metabdlitos polifendlicos sdo produzidos por meio de duas vias
biossintéticas principais: a via do &cido chiquimico e a via do acetato. A via do acido
chiguimico é responsavel pela biossintese de compostos aromaticos em plantas,
originando o &cido cindmico e seus derivados, como os acidos cafeico, ferulico e sindpico,
0s quais apresentam nove atomos de carbono (C6-C3). Paralelamente, a via do acetato
resulta na formacdo de um tricetideo contendo seis &4tomos de carbono (C6). A
condensacdo entre um derivado do acido cindmico e esse tricetideo da origem a um
esqueleto carbdnico com 15 atomos de carbono (C6-C3-C6), que constitui 0 precursor

comum de todas as classes de flavonoides (Figura 17) (Di Carlo et al., 1999).

’
":D N
3 H,CCOOH + | —
c
e

cope

Flavondide

Chalcona

Figura 17: Biossintese simplificada de flavonoides (Fonte: Di Carlo et al., 1999).
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Quimicamente, os flavonoides sdo caracterizados por uma estrutura basica
composta por trés anéis, denominados A, B e C. O anel benzénico A encontra-se
condensado ao anel heterociclico C, enquanto o anel B, de natureza fenil, esta ligado a
posicdo 2 do anel C. O anel C, também conhecido como nucleo 4-oxo-flavonoide,
apresenta-se geralmente na forma de um sistema benzopirdnico heterociclico e
desempenha papel fundamental na diversificacdo estrutural dessas moléculas. As
diferentes classes de flavonoides séo determinadas, principalmente, pelo grau de oxidagéo
e pelo padréo de substituicdo presentes nesse nucleo central. Dentre as principais classes
destacam-se as flavonas (29), flavonois (30), flavanonas (31), flavan-3-6is (32),
isoflavonas (33), antocianidinas (34) e flavanondis (35), conforme ilustrado na Figura 18
(Aguiar et al., 2007).

OH
OH
LN\
L
OH
32)
OH
OH
LU,
OH OH O
34) 35

Figura 18: Alguns exemplos de classes de flavonoides de maior interesse:
Apigenina (29) —Kaempferol (30); Naringenina (31); (+) Catequina (32); Genisteina
(33); Cianidina (34); Taxifolina (35).

A literatura destaca varias atividades bioldgicas associadas aos flavonoides, as
quais sdo diretamente influenciadas por suas estruturas quimicas. Essas estruturas podem
sofrer diversas modificacdes, incluindo hidrogenacdo, hidroxilacdo, malonilacéo,
acetilacdo, glicosilacdo e metilagdo. Dentre estas, a C-metilagdo, caracterizada pela
ligagéo direta de grupamentos metila ao esqueleto carbonico do anel aromatico do nucleo
flavonoidico, exerce papel crucial na diversificagdo estrutural e funcional desses
compostos, conferindo maior estabilidade quimica e potencializando suas atividades
bioldgicas (Machado et al., 2008).

A incorporacéo biossintética de grupos metila diretamente em atomos de carbono
do nucleo flavonoidico constitui uma caracteristica marcante de metabolitos

especializados produzidos por espécies da familia Myrtaceae. Por esse motivo, esses
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compostos tém sido propostos como marcadores quimiotaxonémicos. A introducéo desse
grupamento metila confere maior carater lipofilico as moléculas, um dos parametros
moleculares mais relevantes no desenvolvimento de novos farmacos, uma vez que
favorece a permeabilidade através de membranas celulares (Massaro et al., 2014; Araujo,
2016).

A biossintese de compostos C-metilados, como chalconas e flavonoides, foi
descrita por Schroder et al. (1998). Nesse estudo, os autores detalham o papel de uma
enzima do tipo chalcona sintase (CHS), essencial na rota biossintética dos flavonoides.
Essa enzima catalisa a condensacdo de unidades ativadas de coenzima A (CoA),
promovendo a formacdo de esqueletos policetidicos que atuam como precursores de
flavonoides e de outros metabdlitos secundérios. No entanto, diferentemente da CHS
classica, que utiliza predominantemente malonil-CoA como unidade extensora, a enzima
descrita apresenta a capacidade de incorporar metilmalonil-CoA durante o processo de
condensacao, conferindo especificidade a biossintese de flavonoides C-metilados.

O mecanismo proposto para essa rota biossintética envolve a formacéo inicial de
um esqueleto de chalcona, no qual o cinamoil-CoA (1) atua como unidade iniciadora. A
ampliacdo da cadeia ocorre por meio da incorporacdo sequencial de malonil-CoA,
metilmalonil-CoA e novamente malonil-CoA como unidades extensoras. As chalconas
metiladas (V, V1), formadas pela acéo da chalcona sintase (CHS), séo subsequentemente
convertidas em flavanonas, como (2S)-estrobopinina (V11) ou (2S)-criptostrobina (V111),
pela acdo da chalcona isomerase (CHI). A partir dessas flavanonas, a atuacdo da flavona
sintase (FNS) conduz a formacéo da flavona estrobocrisina (X), enquanto a flavanona-3-
hidroxilase (FHT) catalisa a conversdo em diidroflavondis, como a estrobobanksina (1X).
Alternativamente, caso a reacao seja interrompida no estagio do tricetideo (111), o produto
esperado € a metilestirilpirona (X1), formada pela acdo da enzima estirilpirona sintase

(SPS), conforme ilustrado na Figura 19.
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Figura 19: Mecanismo proposto da rota biossintética de flavanonas C-metiladas (Fonte:
Schroder et al. 1998).
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1.6. Terpenos: definicdo e biossintese

Os terpenos constituem uma classe de metabdlitos especiais amplamente
distribuidos na natureza, sendo biossintetizados por diversas espécies de plantas, animais
e microrganismos. Quimicamente, sdo definidos como compostos naturais derivados de
alcenos, podendo apresentar atomos de oxigénio em sua estrutura; nesses casos, Sdo
denominados terpenoides. Em geoprdpolis, essa classe de substancias ja foi amplamente
descrita e identificada por meio de técnicas como a cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas, apresentando diferentes fungdes quimicas, incluindo acidos,
alcoois, aldeidos e éteres, bem como uma variedade de atividades biologicas (McMurry,
2011; Freitas et al., 2025).

Os terpenos representam o maior e mais diversificado grupo de produtos naturais
conhecidos. No metabolismo, desempenham func¢des fundamentais, atuando como
constituintes de membranas celulares, horménios vegetais e pigmentos fotossintéticos.
Além disso, estdo envolvidos em processos ecoldgicos essenciais, como a atracdo de
agentes polinizadores e dispersores de sementes, a regulacdo do crescimento celular e a
defesa quimica. Adicionalmente, participam como carreadores de grupos glucosil em
reacOes de glicosilacdo, contribuindo para a modulacéo da atividade bioldgica de diversos
metabolitos secundarios (Toll & Lee, 2011).

A classificacdo dos terpenos baseia-se no numero de unidades de isopreno
presentes em sua estrutura, abrangendo hemiterpenos, monoterpenos, sesquiterpenos,
diterpenos, sesterterpenos, triterpenos, tetraterpenos e politerpenos, conforme
apresentado na Tabela 3. Do ponto de vista biossintético, os terpenos derivam de
metabdlitos primarios formados por duas rotas bioquimicas distintas: a via do acido
mevaldnico (MVVA), que ocorre no citosol, e a via do 2-C-metil-D-eritritol-4-fosfato
(MEP), localizada nos plastidios, responsaveis pela biossintese dos precursores

isoprenoides (isopentenil pirofosfato -1PP e dimetilalil pirofosfato -DMAPP).
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Tabela 3: Unidades isoprénicas e quantidades de carbonos utilizados na biossintese de

diferentes classes de terpenos.

Classes Quantidade de unidades Quantidade de atomos de

isoprénicas carbono
Hemiterpenos 1 5
Monoterpenos 2 10
Sesquiterpenos 3 15
Diterpenos 4 20
Sesterpenos 5 25
Triterpenos 6 30
Tetraterpenos 8 40
Politerpenos <8 <40

Na via do acido mevalénico, uma molécula de isopentenil difosfato (IDP) é
produzida a partir do consumo de trés moléculas de acetil-CoA, trés moléculas de ATP e
dois equivalentes redutores de NADPH. Essa rota inicia-se com a condensacéo do tipo
Claisen entre duas moléculas de acetil-CoA, formando o acetoacetil-CoA, reagdo
catalisada pela enzima acetoacetil-CoA tiolase. Em seguida, ocorre a condensacéo de uma
terceira molécula de acetil-CoA, catalisada pela 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA sintase
(HMGS), resultando na formacéo de HMG-CoA. Posteriormente, a HMG-CoA redutase
(HMGR), enzima associada a membrana do reticulo endoplasmatico, catalisa a reducéo
do HMG-CoA a mevalonato, etapa considerada o principal ponto de regulacdo da via
MVA e dependente do consumo de duas moléculas de NADPH. Na sequéncia, 0
mevalonato € fosforilado pela acdo da mevalonato quinase, originando o mevalonato-5-
fosfato, que sofre uma segunda fosforilacdo catalisada pela fosfomevalonato quinase,
formando o mevalonato-5-difosfato. A etapa final da via envolve a descarboxilacdo
dependente de ATP desse intermediario, catalisada pela mevalonato difosfato
descarboxilase, resultando na formacéo de isopentenil difosfato (IDP). Uma vez formado,
o IDP pode ser convertido reversivelmente em dimetilalil difosfato (DMADP) por agéo
da IDP isomerase. A partir desses intermediarios, a farnesil difosfato sintase (FDP
sintase), pertencente & familia das preniltransferases, catalisa reacdes de condensagédo
sequenciais, originando prenil difosfatos com cadeias de 10, 15 ou 20 4&tomos de carbono,
podendo tambem gerar cadeias mais longas. O farnesil difosfato (FDP) constitui um
intermediario central e comum para a biossintese de uma grande diversidade de

terpenoides vegetais oriundos da via MVA (Figura 20) (Bergman et al., 2019).
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Figura 20: Biossintese de isopentenil difosfato (IDP) e dimetilalil difosfato
(DMADRP) pela via do &cido mevaldnico (Fonte: Bergman, et al., 2019).

A via do metileritritol fosfato (MEP) é responsavel pelo fornecimento de IDP e
DMADP para a biossintese de terpenoides no plastidio. Essa rota envolve sete reac6es
enzimaticas consecutivas (Figura 21), nas quais o D-gliceraldeido-3-fosfato (GAP) e o
piruvato sofrem condensacdo e reducédo, culminando na formacéao de IDP e DMADP, com
consumo de trés moléculas de ATP e trés de NADPH. A reacdo inicial é catalisada pela
1-desoxi-D-xilulose-5-fosfato sintase (DXS), que promove a condensacao entre GAP e
piruvato para formar DXP, atuando como um importante ponto de controle do fluxo
metabdlico da via MEP. Em seguida, a DXP redutoiomerase (DXR) catalisa a conversao
do DXP em MEP, em uma reacao dependente de NADPH.

Posteriormente, 0 MEP ¢ ativado por adi¢cdo de um grupo citidina difosfato na
posicdo C4 e por fosforilagdo do grupo hidroxila na posicdo C2. A enzima 2-C-metil-D-
eritritol-2,4-ciclodifosfato sintase (MDS) catalisa a ciclizacdo desse intermediario
ativado, formando o 2-C-metil-D-eritritol-2,4-ciclodifosfato (MEcDP). Esse composto
sofre entdo reducdo catalisada pela HMBDP sintase (HDS), enzima que contém um centro
ferro-enxofre, resultando na formacgdo de 1-hidroxi-2-metil-2-(E)-butenil-4-difosfato
(HMBDP). Por fim, a HMBDP redutase (HDR) catalisa a conversdo desse intermediario
em IDP e DMADP. Adicionalmente, a presenca da IDP isomerase no plastidio é
fundamental para manter o equilibrio adequado entre esses dois intermediarios

isoprenoides, assegurando a continuidade da biossintese terpénica (Bergman et al., 2019).
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Figura 21: Biossintese de isopentenil difosfato (IDP) e dimetilalil difosfato (DMADP)
pela via da rota do 2 C -metil- D -eritritol-4-fosfato (MEP) (Fonte: Bergman, et al.,
2019).

No contexto da geopropolis, observa-se uma expressiva diversidade de diterpenos
e triterpenos, muitos dos quais apresentam atividades bioldgicas relevantes. Torres e
colaboradores (2018) identificaram a presenca de 26 esqueletos diterpénicos em
geoprépolis produzidas por M. quadrifasciata e T. angustula, destacando compostos com
atividade antibacteriana significativa. Além disso, triterpenos como a- e B-amirinas foram
detectados nessa matriz resinosa, apresentando potencial citotoxico frente a células de
eritroleucemia K562 e células de cancer de pele.

Outros estudos também relataram a presenca de esteroides e triterpenos em
prépolis e geopropolis de abelhas sem ferrdo. Bonamigo et al. (2017) identificaram
compostos como estigmasterol e taraxasterol em propolis de M. quadrifasciata
anthidioides, bem como a- e f-amirina e acetato de B-amirina em propolis de
Scaptotrigona depilis.

Mais recentemente, Freitas et al. (2025) identificaram, por meio de CG-EM, um
total de 56 mono- e sesquiterpenos na geopropolis de M. quadrifasciata proveniente do
estado do Rio Grande do Sul. Dentre os compostos identificados, destacaram-se a- ¢ f3-
pineno, presentes em todas as amostras analisadas, com concentragdes superiores a 50%,
sendo propostos como potenciais marcadores geograficos dessa geopropolis na regido
estudada. Além disso, a anélise da fragdo hexanica obtida por extracéo a frio assistida por
ultrassom revelou a presenca de diterpenos do tipo abietano e triterpenos pentaciclicos,
com destaque para as amirinas, sendo a a-amirina identificada em todas as amostras

avaliadas
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Diante da ampla diversidade estrutural identificados na geoprépolis e de suas
reconhecidas atividades bioldgicas, torna-se evidente a importancia de aprofundar a
investigacdo desses metabolitos no contexto da matriz em estudo. Nesse sentido, 0
proximo item desta tese aborda os objetivos especificos relacionados ao isolamento,
caracterizacdo quimica e a avaliacdo das atividades biologicas da geoprépolis, buscando
correlacionar a presenga dos seus constituintes quimicos com seus potenciais efeitos

biologicos.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Isolar e caracterizar quimicamente metabolitos bioativos da geoprépolis brasileira
produzida pela abelha sem ferrdo Melipona mondury, bem como avaliar o potencial
bioldgico dos extratos, fracdes e substancias isoladas.

2.2. Objetivos Especificos

- Preparar o extrato etanolico da geopropolis (EEGP) de M. mondury e submeté-lo a

particdo liquido-liquido utilizando solventes de polaridades crescentes;

- Analisar o perfil quimico do extrato bruto, fracdes e subfracbes por métodos

cromatograficos;

- Determinar a qualidade quimica dos extratos e fragdes por meio da quantificacéo do teor
de fendis totais (TP) e flavonoides totais (TF);

- Avaliar o potencial bioldgico dos extratos, fracdes e compostos isolados, considerando
sua capacidade antirradicalar e suas atividades antiparasitaria, antifingica e citotoxica;

- Isolar os principais constituintes quimicos do EEGP e caracterizar estruturalmente as

substancias isoladas por técnicas espectroscopicas de analise;

- Realizar estudos in silico visando prever as interagdes dos compostos isolados da
geopropolis com a gliceraldeiido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH), bem como estimar

pardmetros farmacocinéticos e toxicologicos (ADME);

- Analisar e identificar substancias minoritarias presentes no extrato bruto por meio de
Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massas de Alta Resolucdo em
tandem (LC-HRMSMS).
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1. Preparacdo do Extrato Etandlico da Geoproépolis (EEGP) e suas fracoes

A amostra pulverizada da geoprépolis de M. mondury foi submetida a extragédo
assistida por ultrassom utilizando alcool de cereais como solvente, resultando na obtencéao
do extrato etandlico da geoprépolis (EEGP) (Tabela 4).

O éalcool de cereais foi selecionado por ser amplamente empregado na preparacédo
de tinturas comerciais de propolis, além de apresentar carater anfifilico, permitindo a
extracdo de uma ampla variedade de metabolitos orgénicos presentes em matrizes

naturais complexas, como a geoprépolis (Sousa et al., 2019).

Tabela 4: Rendimento extrativo do EEGP da geopropolis de M. mondury.

Amostra Massa de Partida (g) EEGP (g) Rendimento (%)
Geopropolis 20,0 3,44 17,2
(M. mondury)

O rendimento obtido neste estudo foi superior aos valores reportados na literatura
para geopropolis de diferentes espécies do género Melipona obtidas por maceragédo
convencional. Dutra et al. (2008) relataram rendimentos entre 1,10% e 5,83% para
geopropolis de M. fasciculata macerada em etanol 70%. De forma semelhante, Dos
Santos et al. (2017) observaram rendimentos de 4,8% para M. quadrifasciata anthidioides
e de 3,49% para M. orbignyi, enquanto Faria et al. (2017) obtiveram apenas 1,9% para
geoprépolis de M. quadrifasciata. Esses resultados indicam que metodologias baseadas
exclusivamente em maceracdo tendem a apresentar menores eficiéncias extrativas,
especialmente quando empregadas solugdes hidroalcodlicas com teor reduzido de etanol
(Cunha et al., 2004).

De acordo com Oliveira e colaboradores (2016), as técnicas de extracdo e a
natureza do solvente utilizado impactam diretamente nos rendimentos e no teor de
metabolitos presentes em matrizes naturais, podendo interferir em suas atividades
bioldgicas. Diversos métodos de extracdo sdo descritos na literatura para a obtencéo de
extratos de geopropolis, incluindo extracdo por Soxhlet e maceragdo. Dentre esses, a
maceracao € o mais amplamente utilizado, sendo considerada a técnica mais adequada

para analises quimicas e biologicas dessa matriz.
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Embora a maceracdo a temperatura ambiente ofereca diversas vantagens em
comparagdo com outras metodologias extrativas, como a preserva¢do de compostos
sensiveis ao calor, essa técnica apresenta algumas limitagdes, incluindo longos tempos de
extracdo, alto consumo de solvente e baixos rendimentos extrativos. Para superar essas
desvantagens, novas metodologias vém sendo investigadas, com destaque para a extragdo
assistida por ultrassom (EAU) (Andishmand, et al., 2023).

A extracdo assistida por ultrassom (EAU) tem se destacado como uma alternativa
eficiente as técnicas convencionais, uma vez que promove maior transferéncia de massa
entre a matriz sélida e o solvente, reduzindo o tempo de extracdo e aumentando o
rendimento (Shen et al., 2023). Além disso, a EAU apresenta vantagens ambientais e
econdmicas, como menor consumo de solventes e energia (Banerjee et al., 2017; Bankova
et al., 2021). Nesse contexto, o elevado rendimento obtido para o EEGP de M. mondury
evidencia a adequacao da metodologia empregada para a extracao de compostos bioativos
dessa matriz.

Visando o isolamento dirigido de metabolitos bioativos, o EEGP foi submetido a
fracionamento bioguiado, estratégia amplamente utilizada para reduzir a complexidade
quimica de extratos naturais e concentrar compostos de interesse bioldgico (Merlin,
2017). Para esse fim, 950 mg do EEGP foram solubilizados em metanol: &gua (7:3, v/v)
e particionados sequencialmente com hexano e diclorometano. As massas das fragdes

obtidas estdo apresentadas na Tabela 5.

Tabela 5: Massas e rendimentos obtidos a partir da particdo liquido-liquido do EEGP da
abelha sem ferrdo M. mondury.

Fracdes Massas (mg) Rendimentos (%)
Fr. Hex 580,4 61,1
Fr. DCM 333,6 35,1

Fr. MeOH: H20 17,5 1,8

O monitoramento do perfil quimico das fracdes foi realizado por CLAE-DAD
(Figura 22). A fragdo hexanica (Fr. Hex) apresentou o maior rendimento, sugerindo o
predominio de substancias de carater apolar no EEGP, possivelmente pertencentes a

classe dos terpenos. Esses metabdlitos sdo amplamente descritos na literatura por
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apresentarem atividades bioldgicas relevantes, incluindo propriedades antioxidantes,
antimicrobianas e anti-inflamatdrias (Freitas et al., 2025).

Vale destacar que, a partir do fracionamento do extrato etandlico bruto da
geopropolis (EEGP), os compostos majoritarios (1, 2, 3 e 4) foram eficientemente
separados entre as fragdes organicas. A fracdo de diclorometano concentrou 0s compostos
1 e 2, enquanto a fragdo de hexano apresentou predominantemente os compostos 3 e 4.
Adicionalmente, com base no perfil das curvas espectrais e em seus maximos de absorcao
no UV-Vis, é possivel inferir a similaridade estrutural entre os compostos 1 e 2, que
apresentaram o mesmo maximo de absor¢ao (Amsx = 293 nm), bem como entre os
compostos 3 e 4, que exibiram Am.x em 267 nm. De acordo com a literatura cientifica,
bandas centradas em aproximadamente 290 nm sdo compativeis com esqueletos de
flavanonas ou flavanondis, enquanto maximos de absorcdo em torno de 267 nm sdo
caracteristicos de compostos derivados do floroglucinol (Massaro, et al., 2014; 2015). As
curvas espectrais correspondentes a estas classes serdo apresentadas na se¢do dedicada ao
isolamento desses compostos (item 3.3).
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Figura 22: Cromatogramas (280 nm) dos perfis quimicos do EEGP (marrom), Fr. Hex (rosa),
Fr. DCM (azul) e Fr. MeOH: H,0 (verde).

3.2. Determinacéo do Potencial Biologico da Geoprdpolis de M. mondury

Conforme discutido anteriormente, o fracionamento bioguiado constitui uma
estratégia amplamente empregada na prospeccao de novos compostos bioativos, pois
permite direcionar o isolamento de metabdlitos responsaveis pelas atividades biologicas
observadas de forma mais racional e eficiente. Nesse contexto, 0o EEGP e suas respectivas
fragdes foram avaliados quanto aos seus potenciais antioxidante, antifungico, citotoxico

e antiparasitario, de acordo com os procedimentos experimentais descritos neste trabalho.
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Esses ensaios visaram subsidiar a selecdo das amostras mais promissoras para as etapas
subsequentes de isolamento e caracterizacdo dos metabolitos bioativos presentes na
geopropolis de M. mondury.

3.2.1. Avaliacdo do Teor em substéncias fendlicas e da Capacidade Antioxidante

A qualidade quimica da geopropolis de M. mondury foi inicialmente avaliada por
meio da determinacdo do teor de fendis totais (TP), flavonoides totais (TF) e da
capacidade antioxidante pelo ensaio de sequestro do radical DPPH. Na auséncia de
legislacdo especifica para geopropolis, os resultados foram comparados com 0s
parametros estabelecidos para a propolis de A. mellifera, conforme a legislacao brasileira
vigente (Brasil, 2001).

A legislacdo brasileira vigente estabelece que os extratos de prépolis devam
apresentar um teor minimo de 0,50% m/m de fendis totais e 0,25% m/m de flavonoides
(Brasil, 2001). Todos os extratos e frac6es analisados atenderam aos critérios minimos
estabelecidos, apresentando teores de fendis totais entre 0,84% e 3,63% m/m e de
flavonoides totais entre 0,61% e 1,44% m/m (Tabela 6). Esses resultados reforcam a
necessidade de revisdo da legislacdo atual, considerando as particularidades quimicas da
geopropolis produzida por abelhas sem ferrdo, cuja composicao difere significativamente

daquela produzida por A. mellifera (Sousa et al., 2019).

Tabela 6: Fendis totais (TP), flavonoides totais (TF) e capacidade antioxidante dos
extratos expressos como valores medios e desvios padréo (DP).

Amostras TP (mg Eac.100 mg?)  TF (mg Eq.100 mg™) DPPH (ug.mL%?)
EEGP 2,30 £ 0,023? 1,07 + 0,005 67,60 +3,211°
Fr. Hex 0,84 £ 0,015° 0,61+ 0,001° 158,86 + 1,454°
Fr. DCM 3,63 £0,038° 1,44 + 0,004° 54,41+ 2,803¢
Fr. MeOH: H,0 1,16 +0,014¢ n.d. 80,44 +0,167¢

Valores expressos em média + DP (n = 3); n.d. - valores fora do limite de detec¢do. Letras diferentes na
mesma coluna indicam diferencas significativas pelo teste ANOVA seguido do teste de Tukey (p < 0.05).

Os extratos também apresentaram expressiva atividade antioxidante, com valores
de CEso variando entre 54,41 e 158,86 ug.mL'. Observou-se uma correlacdo inversa
entre os teores de fendis totais e flavonoides totais com os valores de CEso, indicando que

amostras com maior contetdo fenolico exibiram maior capacidade antirradicalar. Essa



42

tendéncia esta de acordo com diversos estudos que associam a atividade antioxidante da
propolis e geopropolis a presenca de compostos fendlicos (Salgueiro & Castro, 2016;
Ferreira et al., 2016; Sousa et al., 2019).

Para corroborar essa associacao entre a atividade antioxidante e o teor de compostos
fenolicos, neste estudo a correlagdo de Pearson foi empregada como uma ferramenta de
carater exploratorio, com o objetivo de avaliar se os extratos analisados seguiam essa
tendéncia ja bem estabelecida. Considerando o nimero limitado de amostras, a analise de
correlacéo foi utilizada exclusivamente para apoiar uma discussdo descritiva dos dados,
ndo tendo como finalidade estabelecer nenhuma relacéo estatistica robusta.

A anélise de correlacao de Pearson confirmou a relacdo, apresentando coeficientes
r2 de — 0,77 para fenois totais e — 0,40 para flavonoides totais em relacdo a atividade
antioxidante (Tabela 7). A correlacdo negativa decorre do fato de que a atividade
antioxidante foi expressa em termos de CEso, pardmetro inversamente proporcional a
capacidade antioxidante. Além disso, observou-se elevada correlacdo positiva entre 0s
teores de fendis totais e flavonoides totais (r2 = 0,85), o que pode ser explicado pelo
método de Folin—Ciocalteu, que quantifica todas as substancias com capacidade redutora,

incluindo flavonoides com hidroxilas fendlicas (Sant’Ana et al., 2013).

Tabela 7: Matriz de correlacdo de Pearson para o teor de fendis totais (TP), flavonoides

totais (TF) e atividade antioxidante (CEso) dos extratos de geopropolis de M. mondury.

TP TF CEso
TP 1 — —
TF 0,85 1 -
CEso -0,77 —-0,40 1

Quando comparados a literatura, os valores obtidos neste estudo mostraram-se
superiores aos relatados por Cardozo et al. (2015) para geopropolis de T. angustula (jatai),
M. quadrifasciata quadrifasciata (mandacaia) e M. marginata (manduri). Os autores
observaram uma diferenca consideravel no teor de fenois totais entre as trés espécies, com
variacoes de 0,18% a 2,06% m/m para a geopropolis de jatai, 0,03% a 0,24% m/m para a
de mandagaia e 10,0% a 65,24% m/m para a de manduri. Os teores de flavonoides totais
foram semelhantes entre as amostras, variando de 0,03% a 0,24% m/m, 0,02% a 0,17%

m/m e 0,12% a 0,56% m/m, respectivamente. Por outro lado, Dos Santos et al. (2017)
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relataram valores mais elevados de fenois totais (14,44 mg Eac.100 mg™ de extrato) e
atividade antioxidante (6,91 ug.mL™") para geopropolis de M. mondury coletada na Bahia,
evidenciando a forte influéncia da origem geogréfica, flora local e condi¢Ges climaticas
sobre a composic¢ao quimica e o potencial biologico da geoprépolis (Dutra et al., 2008).

Resultados semelhantes foram observados em estudos prévios do nosso grupo
com geoproépolis de M. quadrifasciata anthidioides coletada no Bosque da Barra no Rio
de Janeiro, que apresentou menor atividade antioxidante (CEso variando de 310,45 a
1538,2 ng.mL™"), associada a menores teores fendlicos (Sousa et al., 2019). Esses dados
reforcam que geoprépolis produzidas por diferentes especies, mesmo em uma mesma
regido, podem apresentar variaces relevantes em sua composicdo quimica e
propriedades bioldgicas (Turco et al., 2023).

Gabriel et al. (2021) avaliaram o teor de substancias fendlicas e a capacidade
antioxidante, por meio do ensaio de sequestro do radical DPPH, em 15 amostras de
geopropolis de M. quadrifasciata provenientes do estado de S&o Paulo, Brasil. As
amostras apresentaram teores de fenois totais variando de 1,75 % m/m a 3,12 % m/m e
de flavonoides totais entre 0,15% m/m e 0,34% m/m. Todas demonstraram elevada
capacidade antioxidante, com valores de CEso entre 4,94 e 8,62 mg-mL™!, comparaveis

aos obtidos para a quercetina pura (CEso = 3,48 mg-mL™).

3.2.2. Avaliacdo da atividade antifingica pela determinacao da CIM

Na avaliacdo da atividade antifingica dos extratos, a Concentracdo Inibitéria
Minima (CIM), expressa em pg-mL™!, foi definida como a menor concentragdo capaz de
inibir visualmente o crescimento dos microrganismos, em comparacdo ao controle
contendo apenas 0 meio de cultura e o indculo.

Todos os extratos de geopropolis apresentaram atividade antiflngica frente as
cepas de S. brasiliensis, com valores de CIM variando de 281,25 a 562,5 ug-mL"!, e frente
a C. albicans, com valor de CIM de 1125 pg-mL"". Os valores obtidos para o EEGP e

suas fracOes estdo apresentados na Tabela 8.
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Tabela 8: Resultados da atividade antifungica dos extratos frente as cepas de S.

brasiliensis e C. albicans.

Amostras S. brasiliensis?  C. albicans @
EEGP 281,25 1125
Fr. Hex 562,5 1125
Fr. DCM 562,5 > 1125
Fr. MeOH: H20 281,25 > 1125
Itraconazol 4 > 16

a- CIM em pg.mL*. Os valores das duplicatas foram idénticos resultando em DP = 0. (Dois
experimentos independentes: n=2).

Para a cepa padrdo de C. albicans, as fracdes diclorometanica (Fr. DCM) e
hidroalcoodlica (Fr. MeOH:H:0) apresentaram valores de CIM superiores a concentragao
maxima testada no experimento, impossibilitando a determinagdo exata da CIM (CIM
>1125 pg'mL™"). Por outro lado, o EEGP e a fragdo hexénica (Fr. Hex) demonstraram
atividade inibitoria semelhante frente a C. albicans, com CIM de 1125 pg-mL™,
sugerindo que 0s compostos responsaveis pela inibi¢do flngica possuem carater mais
lipofilico.

A maioria dos fungos apresenta o ergosterol como principal esterol da membrana
celular, sendo que o mecanismo de acdo de muitos agentes antifingicos esta associado a
inibicdo de enzimas do citocromo P450 envolvidas na biossintese desse esterol (Bergold
& Georgiadis, 2004). Embora o mecanismo de acdo antifingico da geopropolis ainda ndo
seja totalmente elucidado, substancias mais apolares, como aquelas presentes na fracdo
hexanica e, consequentemente, no EEGP, podem atravessar com maior facilidade a
membrana celular fungica devido & sua elevada lipofilicidade. Essa caracteristica
favorece a interacdo com a bicamada lipidica, levando a desorganizacdo da membrana,
perda de componentes intracelulares essenciais e, consequentemente, a morte do
microrganismo (Campos et al., 2023).

Entretanto, observou-se que o EEGP e a fragdo hidroalcodlica (Fr. MeOH:H20)
apresentaram os menores valores de CIM (281,25 pg-mL™) frente a cepa de S.
brasiliensis, principal agente etioldgico da esporotricose no Brasil. Esse resultado indica
que a atividade antifingica ndo é governada exclusivamente pela lipofilicidade dos

compostos, sugerindo que substancias de cardter mais polar também contribuem
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significativamente para essa atividade e foram concentradas na fragio MeOH:H-O apds
0 processo de particao.

Estudos com diferentes tipos de prdpolis sugerem que a atividade antimicrobiana
dessa matriz pode estar associada ao efeito sinérgico de compostos fendlicos, os quais séo
capazes de comprometer a integridade estrutural e funcional da parede e da membrana
celular fungica, promovendo o extravasamento de ions e componentes intracelulares,
culminando na morte celular (Sobreira et al., 2020; Kucukates, 2022). De acordo com
Cutrim et al. (2019), valores de CIM entre 100 e 500 pg-mL™" para extratos vegetais
indicam atividade antimicrobiana moderada, classificacdo na qual se enquadram o EEGP
e a Fr. MeOH: H:O avaliados neste estudo.

Conforme discutido na revisdo da literatura, Faria et al. (2017) avaliaram a
atividade antifungica de extratos de mel e geoprépolis de M. quadrifasciata frente a C.
albicans, testando concentragdes entre 25 ¢ 100 mg-mL™!, sem observar inibigao fingica.
A auséncia de atividade foi atribuida, possivelmente, a baixa concentracdo de etanol
empregada na extracdo (2 %), o que pode ter limitado a solubilizacdo e extracdo de
compostos bioativos.

Waller e colaboradores (2017) observaram que isolados clinicos de S. brasiliensis
apresentaram resisténcia a extratos alcoolicos de propolis verde (A. mellifera) e a
geopropolis de T. angustula, avaliados em concentragdes de 50 a 1,56 mg-mL™! (CIM
>50 mg-mL™"), bem como ao itraconazol (CIM >16 pg-mL™"). De acordo com Espinel-
Ingroff etal. (2017), isolados de Sporothrix spp. sdo considerados sensiveis ao itraconazol
quando apresentam CIM < 2 ug-mL™!, enquanto valores superiores indicam resisténcia,
reforcando o carater clinico relevante dos isolados utilizados no presente estudo.

Os resultados obtidos neste trabalho demonstram que os extratos da geoprépolis
de M. mondury, avaliados em concentra¢fes entre 1125 ¢ 2,2 ug-mL"!, apresentaram
potencial antifungico significativamente superior frente a S. brasiliensis quando
comparados aos estudos de Waller et al. (2017). Além disso, 0s ensaios in vitro do
presente trabalho evidenciaram resisténcia das cepas testadas aos antifungicos de
referéncia, com valores de CIM superiores a 16 pg-mL"! para C. albicans e a 4 pg-mL"!
para S. brasiliensis.

Peter et al. (2019) avaliaram a atividade antifungica de extratos de propolis,
incluindo a propolis marrom da regido Sul do Brasil (Pelotas/RS), observando que
isolados de S. brasiliensis apresentaram sensibilidade ao extrato alcodlico, com valores

de CIM entre 90 e 780 pg-mL™!, levemente inferiores aos observados neste estudo.
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Sobreira et al. (2020) investigaram a atividade antifingica de um extrato
comercial de prdpolis vermelha (Apis Flora®), proveniente da Paraiba, frente a isolados
clinicos de Candida spp., obtendo valores de CIM entre 234,4 ¢ 937,5 ug'mL™,
comparaveis aos resultados observados no presente trabalho.

Campos et al. (2023) avaliaram a atividade antifingica de extratos etanélicos de
propolis provenientes de M. quadrifasciata anthidioides e Scaptotrigona depilis. As cepas
de C. albicans, incluindo isolados resistentes & anfotericina B, apresentaram sensibilidade
aos extratos, com valores de CIM variando de 8,50 a 16,50 mg-mL™!, enquanto a
anfotericina B apresentou valores significativamente menores, entre 0,72 € 0,92 pg-mL™.

Rocha et al. (2024) avaliaram a atividade antimicrobiana de extratos etandlicos de
propolis de diferentes espéecies de abelhas sem ferrdo do estado da Bahia frente cepas de
C. albicans (FIOCRUZ CPF 02508), Escherichia coli (ATCC 25922) e Enterococcus
faecalis (ATCC 29212), observando valores de CIM entre 256 ¢ 512 ug-mL™, inferiores
aos obtidos neste estudo para C. albicans. As melhores atividades foram observadas para
propolis produzidas por Plebeia droryana, M. quadrifasciata e Frieseomelitta
doederleini, provenientes da cidade de Feira de Santana.

De modo geral, os resultados obtidos, aliados aos dados da literatura, evidenciam
que a atividade antifungica da geoprodpolis estd fortemente relacionada a sua origem
botanica, ao método e ao solvente de extracdo, bem como a espécie de abelha produtora.
Ainda assim, a geopropolis de abelhas sem ferrdo, com enfoque especial para a M.
mondury, se destaca como uma fonte promissora de compostos bioativos, com potencial

para o desenvolvimento de novos agentes antifngicos.

3.2.3. Avaliacdo da atividade citotdxica da geoprépolis em células HeLa

A avaliagdo da citotoxicidade constitui um parametro fundamental na
investigacdo do potencial terapéutico de produtos naturais, pois permite inferir tanto a
eficdcia quanto a seguranca frente a células tumorais. Nesse contexto, a atividade
citotoxica dos extratos da geopropolis de M. mondury foi avaliada utilizando células HeLa
(carcinoma do colo do utero), um modelo amplamente empregado em ensaios de
viabilidade celular.

A determinagdo da citotoxicidade foi realizada por meio de um ensaio

colorimétrico, conforme descrito na se¢cdo experimental deste trabalho, o qual possibilita
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a quantificacdo indireta da viabilidade celular pela comparacdo dos valores de
absorbancia das amostras tratadas com os controles positivo e negativo.

Os resultados obtidos foram comparados ao farmaco de referéncia etoposideo, um
quimioterapico amplamente utilizado devido a sua reconhecida atividade citotoxica.
(Figura 23). Embora eficaz, o etoposideo apresenta limitacdes clinicas relevantes,
incluindo mielossupressdo, nauseas, vOmitos, alopecia e risco aumentado de
desenvolvimento de leucemia secundaria (Niu et al., 2023), o que reforca a necessidade

de investigacdo de novas substancias com menor toxicidade.

Figura 23: Estrutura quimica do farmaco etoposideo.

Nesse cenario, a geoprépolis surge como uma matriz promissora para estudos
anticancerigenos, devido a diversidade de seus metabdlitos bioativos e a sua capacidade
de modular processos celulares. A Figura 24 apresenta os valores de viabilidade celular
obtidos ap6s tratamento das células HeL.a com os diferentes extratos da geoprépolis de

M. mondury.
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Figura 24: Representacdo gréfica da viabilidade celular obtida para os extratos
de geoprdépolis sobre células HeLa a 100 ppm durante 24h.
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De modo geral, os resultados indicaram baixa citotoxicidade da geopropolis nas
condigBes experimentais avaliadas. O extrato etanodlico bruto (EEGP), bem como as
fragdes hexanica (Fr. Hex) e hidroalcodlica (Fr. MeOH:H-0), mantiveram a viabilidade
celular acima de 88%, sugerindo baixo potencial citotoxico. Em contraste, a fracédo
diclorometanica (Fr. DCM) apresentou efeito citotdxico moderado, indicando a possivel
presenca de compostos com maior atividade bioldgica concentrados nessa fragdo. Esses
resultados sugerem que, embora a geopropolis apresente baixa toxicidade celular global,
determinados metabdlitos presentes na fracdo DCM merecem investigagdo mais
aprofundada quanto aos seus mecanismos de acao e potencial terapéutico.

Embora produtos naturais sejam frequentemente associados a seguranca
terapéutica, essa premissa deve ser analisada de forma criteriosa. Compostos de origem
natural podem apresentar efeitos txicos agudos ou cronicos, semelhantes aos observados
para farmacos sintéticos (Lavinas et al., 2019). Dessa forma, estudos adicionais sao
necessarios para avaliar os efeitos a longo prazo da geoprépolis de M. mondury e
assegurar sua seguranca para uso humano.

A investigacdo de produtos naturais capazes de atuar de forma sinérgica com
agentes quimioterapicos representa uma estratégia promissora no tratamento do cancer,
possibilitando a reducgéo das doses terapéuticas e, consequentemente, dos efeitos adversos
associados (Sforcin et al., 2017). Nesse contexto, a geopropolis produzida por abelhas
sem ferrdo tem despertado crescente interesse cientifico.

Bartolomeu e colaboradores (2016) avaliaram o potencial anticancerigeno da
geopropolis de M. fasciculata Smith, coletada no Maranhdo, investigando sua associagao
com 0s quimioterdpicos carboplatina, metotrexato e doxorrubicina em células de
carcinoma epidermoide laringeo humano (HEp-2). Os autores observaram inibicdo da
proliferacdo e migracdo celular, sendo que a combinacdo com doxorrubicina resultou em
maior atividade citotoxica, com inducdo de apoptose.

Resultados semelhantes foram observados por Barbosa et al. (2020), que
avaliaram geoprépolis de M. fasciculata Smith coletadas na Baixada Maranhense frente
a linhagens tumorais de pulméo (H460 e A549) e ovario (A2780 e ES2). Os extratos
reduziram a viabilidade das células cancerosas, sem apresentar toxicidade significativa
para células ndo tumorais, indicando seletividade antitumoral.

Mais recentemente, Da Paz et al. (2025) investigaram o potencial anticancerigeno
de extratos de geoprépolis produzidos por M. bicolor, M. marginata e M. mondury,

provenientes de Guapimirim (RJ). Os autores relataram elevada inibigé&o da viabilidade
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celular e boa seletividade quando comparados a cisplatina, além da indugéo de apoptose,
supressdo do potencial clonogénico, inibicdo da formacgéo de esferoides e alteragOes
morfologicas celulares.

Em conjunto, esses estudos reforcam o potencial da geopropolis como fonte de
compostos bioativos com aplicacdo anticancerigena, especialmente quando considerada
sua baixa citotoxicidade global e a possibilidade de atuacdo seletiva ou sinérgica com

farmacos convencionais.

3.2.4. Avaliacao da atividade antiparasitaria em cepas de T. cruzi

Os resultados dos ensaios in vitro realizados contras as formas amastigotas de
Trypanosoma cruzi, a atividade citotoxica frente as células LLC-MK2, bem como a
relacdo entre citotoxicidade e atividade antiparasitaria expressa pelo indice de
seletividade (IS) das amostras de geopropolis, extrato etandlico bruto (EEGP) e fracoes
Fr-HEX, Fr-DCM e Fr-MeOH:H-0, estéo apresentados na Tabela 9. O benznidazol foi

utilizado como farmaco de referéncia.

Tabela 9: Valores médios de Clso calculados para o extrato bruto e as fragGes obtidas.

Amostras T. cruzi (Clso ug/mL) Citotoxicidade (Clso pg/mL) IS
EEGP 4,79 £ 1,332 18,77 + 1,442 3,92
Fr. HEX 4,54+ 1,312 15,63 + 1,212 3,44
Fr. DCM 10,45+ 1,61 35,02 + 3,45° 3,35
Fr. MeOH: H,O 53,02 + 7,00° 106,20 £ 5,37°¢ 2,00
Benznidazol * 1,50 uM £+ 0,33 > 200uM -

* Farmaco de referéncia. 1S = Clso Citotoxicidade / Clso T. cruzi. n=3. Letras diferentes ha mesma coluna
indicam diferengas significativas pelo teste ANOVA seguido do teste de Tukey (p < 0.05).

De acordo com os critérios estabelecidos por Dutra et al. (2023), os extratos foram
classificados como altamente ativos (Clso < 10 pg/mL), ativos (10 pg/mL < Clso < 50
pg/mL) e moderadamente ativos (50 pg/mL < Clso < 100 pg/mL). Todas as amostras
avaliadas demonstraram atividade contra as formas amastigotas de T. cruzi, com valores
de Clso variando entre 4,54 e 53,02 pg/mL.

O EEGP apresentou atividade antiparasitaria expressiva, com Clso de 4,79 pg/mL,
sendo classificado como altamente ativo. Entre as fragcdes obtidas por parti¢do liquido-
liquido, a fracdo hexanica (Fr-HEX) destacou-se como a mais ativa, apresentando Clso de

4,54 ng/mL, valor comparavel ao do extrato bruto. A fracdo diclorometénica (Fr-DCM)
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também demonstrou atividade tripanocida relevante, com Clso de 10,45 pg/mL, sendo
classificada como ativa.

Por sua vez, a fragdo mais polar (Fr-MeOH:H20) apresentou Clso de 53,02 pg/mL,
sendo classificada como moderadamente ativa. O benznidazol, farmaco de referéncia,
atua sobre isoformas da enzima ciclo-oxigenase de T. cruzi, essenciais para 0
estabelecimento da infeccdo parasitaria (Trindade et al., 2021). Assim, para exercer
atividade tripanocida, os compostos presentes nos extratos de geopropolis devem ser
capazes de atravessar as membranas do parasita. O Clso mais elevado observado para a
fragdo Fr-MeOH:H-O pode estar relacionado a maior polaridade de seus constituintes, o
que pode dificultar sua difusdo atraves das membranas celulares, especialmente
considerando que a forma amastigota de T. cruzi é intracelular. Nesse sentido, compostos
com maior lipofilicidade tendem a apresentar maior facilidade de penetracdo celular,
resultando em maior atividade antiparasitaria.

Os valores de Clso obtidos evidenciam o potencial antichagasico promissor da
geopropolis de M. mondury, sendo este um estudo pioneiro na investigacdo da atividade
tripanocida de uma geopropolis brasileira frente as formas amastigotas de T. cruzi. Esses
resultados sdo particularmente relevantes no contexto da busca por novos compostos
bioativos naturais para o tratamento da Doenga de Chagas.

Ao comparar 0s dados deste estudo com os resultados reportados por Dutra et al.
(2023), que avaliaram extratos e fracdes da propolis vermelha da Amazénia brasileira
contra formas promastigotas de Leishmania amazonensis, observa-se que a geoprépolis
de M. mondury apresentou atividade antiparasitaria superior. Os extratos brutos de
prépolis vermelha apresentaram valores de Clso entre 23,37 e 36,10 pug/mL, enquanto o
EEGP exibiu Clso de 4,79 pg/mL, sendo classificado como altamente ativo.

Em relacdo as fracOes, a fracdo hexanica da propolis vermelha (FrHX) apresentou
Clso de 45,99 ng/mL, enquanto a Fr-HEX da geoprépolis de M. mondury demonstrou
atividade cerca de dez vezes superior. A fracdo cloroformica (FrCL) do estudo anterior
apresentou Clso de 16,11 pg/mL, valor ligeiramente superior ao observado paraa Fr-DCM
neste trabalho. J4 a fracdo mais polar (FrEA) da propolis vermelha apresentou Clso acima
de 100 pg/mL, sendo considerada inativa, enquanto a Fr-MeOH:H-O da geopropolis,
embora menos ativa, manteve atividade moderada. Em ambos os estudos, as fragcdes mais
polares apresentaram os menores efeitos tripanocidas.

Sousa et al. (2023) relataram atividade tripanocida do extrato liofilizado de

propolis vermelha de Alagoas frente as formas epimastigotas de T. cruzi, com Clso de
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12,8 pg/mL, valor inferior ao observado para 0 EEGP frente as formas amastigotas.
Ressalta-se que a forma amastigota é a fase intracelular responsavel pela progresséo da
infeccdo no hospedeiro, sendo um dos principais alvos no desenvolvimento de novas
terapias antichagasicas.

Outros estudos com amostras de propolis do estado de S&o Paulo demonstraram
atividade contra as formas tripomastigotas de T. cruzi, sendo relatado um DLso de 421,0
+ 26,5 pg/mL para o extrato obtido com alcool absoluto por Soxhlet apds 24 h de
incubacdo. As variagdes observadas na atividade bioldgica de produtos apicolas estéo
diretamente associadas a diversidade e interacdo de suas classes quimicas. Além disso,
fatores bioticos e abidticos, assim como 0 método de extragdo, o solvente empregado e o
tempo de extracdo, influenciam significativamente a composicdo quimica e,

consequentemente, a bioatividade desses extratos (Sousa et al., 2019).

3.3. Isolamento de Compostos Bioativos
3.3.1. Isolamento e caracterizacédo de flavanonas C-metiladas

Dentre todos os extratos avaliados biologicamente, a fragdo de diclorometano (Fr-
DCM) destacou-se por apresentar 0 maior teor de compostos fenolicos, refletindo em seu
potencial antioxidante superior quando comparada as demais fragdes (CEso = 54,41
pg-mL™). Além disso, essa fracdo exibiu atividade antifingica moderada frente ao
principal agente etioldgico da esporotricose no Brasil, com valor de CIM de 562,5
ug-mL~. A Fr-DCM foi ainda a Unica que demonstrou conter substancias com atividade
citotoxica contra células da linhagem HelLa e apresentou moderada atividade
antiparasitaria e seletividade frente as formas amastigotas de T. cruzi, com Clso de 10,45
pug-mL™,

Esses resultados, aliados ao perfil qualitativo da fragdo avaliado por CLAE-DAD
e a presenga de picos cromatograficos com maximos de absor¢ao no ultravioleta em Amax
=293 nm, sugestivos de um esqueleto flavanonico (Figura 25), motivaram a sele¢éo da
Fr-DCM para as etapas de isolamento de substancias por cromatografia liquida a vacuo
(CLV).

A Fr-DCM (328 mg) foi submetida a CLV conforme descrito no item 4.6,
resultando na coleta de aproximadamente 70 subfragdes de 10 mL cada. As subfracGes
foram reunidas com base em suas similaridades cromatograficas observadas por CCDA

em gel de silica e, posteriormente, evaporadas em rotaevaporador. Dentre 0s grupos
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obtidos, dois apresentaram-se aparentemente puros por CCDA e, apds secagem,
forneceram sélidos esbranquicados em forma de agulhas, com massas de 15,0 mg (S1) e
21,3 mg (S2) (Figura 26a).

O grau de pureza das substancias S1 e S2 foi determinado por CLAE-DAD em
fase reversa (> 96 %). A andlise revelou uma pequena diferenca nos tempos de retencédo
(S1: tR = 21,52 min; S2: tR = 22,17 min), embora ambos 0s compostos apresentassem o
mesmo maximo de absor¢do no ultravioleta (Amax = 293 nm), conforme ilustrado na
Figura 25. As substancias isoladas, majoritarias na Fr-DCM, tiveram suas estruturas
elucidadas por meio de espectroscopia de RMN unidimensional (*H e 13C) e

bidimensional (HMBC), além de espectrometria de massas (CG-EM).
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Figura 25: Cromatogramas e espectros no UV por CLAE-DAD em fase
reversa, e Cromatografia em Camada Delgada Analitica das amostras S1 e S2,
respectivamente, isoladas da Fr-DCM da geoprépolis de M. mondury.

A analise dos espectros de RMN H, para ambos os compostos, indicou um
esqueleto benzopiran-4-ona com saturacdo nas posices C-2 e C-3 do anel C,

caracteristico de flavanonas. Essa identificacdo foi corroborada pelos dados de absorcéo
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no ultravioleta obtidos por CLAE-DAD (Amax = 293 nm). Observou-se ainda a presenca
de um anel B ndo substituido, ligado ao anel C por uma ligacéo de livre rotacao, conforme
evidenciado pela espectrometria de massas, bem como um anel A contendo dois grupos
hidroxila nas posicdes 5 e 7, sendo uma hidroxila livre e outra envolvida em ligacdo de
hidrogénio intramolecular.

A interpretacdo detalhada dos dados espectrais, aliada a compara¢do com dados
da literatura (Solladié et al., 1999; Massaro et al., 2014), permitiu identificar o s6lido S1
como estrobopinina (5,7-diidroxi-6-metilflavanona) e o sélido S2 como criptostrobina
(5,7-diidroxi-8-metilflavanona). Esses flavonoides C-metilados sdo inéditos em
geopropolis brasileira e apresentam massa molar de 270 g-mol ™.

Por se tratarem de substancias naturais quirais, os valores de rotacdo Optica
especifica foram determinados para as flavanonas S1 (2,4 mg-mL™") ¢ S2 (1,5 mg-mL™)
em metanol de grau espectroscopico. Os valores obtidos foram —41,62° e —49,66°,
respectivamente, indicando que ambas sdo substéncias levogiras. A comparagdo com
dados descritos na literatura (Erdtman et al., 1966) permitiu afirmar que as flavanonas
isoladas correspondem a (2S)-estrobopinina e (2S)-criptostrobina (Figura 26b), em
consonancia com o relato de Pinto et al. (2021), que descrevem a predominancia do

enantibmero (S) para flavanonas de ocorréncia natural.

(B) X

2 -
1 I
O 2 \\\\\\\ '

OH

O

4

8
HO.; 9
7]
(@
O 3
6210

(25) - Estrobopinina

(28) - Criptostrobina

Figura 26: (A) - Sélidos brancos isolados da Fr-DCM da geopropolis. (B) -
Estruturas propostas para as substancias S1 e S2.

Os espectros de RMN de 'H das duas flavanonas apresentaram grande
similaridade. Observou-se o sistema saturado do anel C, com um hidrogénio em C-2 e
dois hidrogénios diastereotopicos em C-3, exibindo padrdes do tipo duplo dupleto. Para
a estrobopinina, o H-2 foi observado em 6 5,43 (dd, J = 12,0 e 4,0 Hz), enquanto 0s
hidrogénios H-3 em 6 2,84 (dd, J=16,0 ¢ 12,0 Hz) ¢ 6 3,11 (dd, J = 16,0 e 4,0 Hz). Para
a criptostrobina, o H-2 foi observado em 6 5,40 (dd, J = 12,0 e 4,0 Hz), e os hidrogénios
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H-3 em 6 2,87 (dd, J = 16,0 ¢ 4,0 Hz) ¢ 6 3,07 (dd, J = 16,0 e 12,0 Hz). Em ambas as
substancias, a hidroxila em C-5 foi observada como um simpleto em campo baixo (12,30
e 12,0 ppm, respectivamente), devido a formacéo de ligacao de hidrogénio intramolecular
com a carbonila em C-4. Multipletos entre 6 7,44 e¢ 7,39 ppm foram atribuidos aos
hidrogénios aromaticos do anel B, aléem de um simpleto em & 2,1 ppm integrado para trés
hidrogénios, correspondente ao grupo metila ligado ao anel A.

Nos espectros de RMN de 3C, os deslocamentos quimicos foram semelhantes
para ambas as flavanonas, diferenciando-se apenas na posi¢do do grupamento C-metil,
que apresentou 6 6,6 ppm na estrobopinina, € de & 7,4 ppm na criptostrobina. Ambas
apresentaram sinal caracteristico da carbonila em C-4 (8 ~196 ppm), além de sinais entre
0 125-128 ppm atribuidos aos carbonos aromaticos do anel B e sinais entre 6 160163
ppm referentes aos carbonos oxigenados do anel A (C-5, C-7 e C-9).

As correlacdes heteronucleares observadas nos espectros de HMBC foram
fundamentais para a distingdo entre esses isdbmeros de posicéo, principalmente interacfes
alonga distancia do tipo 3Jc.n evidenciada pela correlagdo dos hidrogénios do grupo metil
(6H 2,1), da criptostrobina, com carbono aromatico C-9 (6C 159,99), e do grupamento
metil da estrobopinina com carbono oxigenado C-5 (8C 162,6), confirmando
inequivocamente a posigdo das metilas nas metilflavanonas. Esses dados estédo de acordo
com informagdes previamente descritas na literatura (Massaro et al., 2014), e todos 0s
espectros de RMN encontram-se disponiveis nos apéndices deste trabalho (paginas 128 -
140).

A caracterizagéo estrutural foi complementada por espectrometria de massas, na
qual ambas as flavanonas apresentaram picos intensos correspondentes aos ions
moleculares em m/z 270 [M*] (Figura 27). A auséncia de substituicbes no anel B foi
confirmada pela presenca do ion caracteristico do cation fenil em m/z 77, com
intensidades relativas de 40% para a estrobopinina e 35% para a criptostrobina. lons
fragmentarios de alta abundancia em m/z 166 foram atribuidos a0 mecanismo de
fragmentacédo do tipo Retro-Diels—Alder (RDA), corroborando que a metila esta no anel
A, especificamente nas posicdes 6 ou 8, uma vez que as posi¢des 5 e 7 ja se encontram
substituidas por grupos hidroxila. A presenga de ions em m/z 193, resultantes da perda do

radical fenil (anel B), reforca essa atribuicéo estrutural (Figura 28).
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Figura 27: Espectros de massas por CG-EM: (A) Estrobopinina (S1), (B) Criptostrobina
(S2).
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As flavanonas (2S)-estrobopinina e (2S)-criptostrobina tiveram seu potencial
bioldgico avaliado nos mesmos ensaios aplicados aos extratos. Foram investigadas suas
atividades antifingicas frente a cepas de S. brasiliensis, uma vez que a Fr-DCM néo
apresentou atividade frente a C. albicans na concentracdo avaliada, bem como sua
citotoxicidade frente a células HelLa e sua atividade antiparasitaria contra formas
amastigotas de T. cruzi. Os resultados desses ensaios sdo apresentados e discutidos na
secdo subsequente.

A atividade antioxidante dessas flavanonas ndo foi avaliada pelo ensaio de
sequestro do radical DPPH. Embora a Fr-DCM tenha apresentado um valor de CEso
satisfatorio (54,41 pg-mL™), é improvavel que essa atividade esteja diretamente
relacionada as flavanonas isoladas. Tal hipltese baseia-se em suas caracteristicas
estruturais, que limitam a doacéo de hidrogénio necessaria para a neutralizacéo de radicais
livres. A presenca de grupos metila ligados diretamente ao carbono do ndcleo aromatico
reduz a reatividade das hidroxilas fenolicas uma vez que esses substituintes promovem
efeitos estéricos e eletrdnicos que dificultam a doa¢do de hidrogénio e a estabilizacdo do
radical fendxico, limitando a interacdo com o radical DPPH. Adicionalmente, a presenca
de uma hidroxila envolvida em ligacdo de hidrogénio intramolecular com a carbonila
restringe ainda mais esse potencial antioxidante (Laskar et al., 2010).

A atividade antioxidante de flavonoides e outros compostos fendlicos esta
fortemente associada a presenca de multiplos grupos hidroxila em posicdes estratégicas,
especialmente no anel B, como nas posi¢des 3°, 4’ e 5°, que favorecem a estabilizagdo
dos radicais formados (Gomes et al., 2019). Dessa forma, a atividade antioxidante
observada na Fr-DCM é provavelmente atribuida a presenca de outros compostos
fendlicos mais reativos, como flavonoides altamente hidroxilados ou outras classes de
fenois com maior potencial antirradicalar.

Com base nesses aspectos estruturais e funcionais, a avaliacao isolada do potencial
antioxidante das flavanonas (2S)-estrobopinina e (2S)-criptostrobina ndo se mostrou
relevante para o escopo deste estudo. Assim, o enfoque foi direcionado a investigacdo de

outras atividades bioldgicas potencialmente associadas a essas moléculas.
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3.3.2. Avaliacao das Atividades Biologicas das Metilflavanonas
3.3.2.1. Determinagéo da CIM das metilflavanonas

As flavanonas isoladas neste trabalho tiveram sua atividade antifingica avaliada
pela primeira vez por meio do método de microdilui¢cdo em caldo, conforme as diretrizes
do CLSI (2008) sobre cepas de S. brasiliensis, uma vez que a Fr. DCM nao apresentou
atividade contra C. albicans. Os valores de CIM obtidos diferiram entre as substancias
avaliadas, sendo de 126,8 pg/mL para a (2S)-estrobopinina e aproximadamente o dobro
desse valor para a (2S)-criptostrobina (253,6 pg/mL), conforme apresentado na Tabela
10.

A diferenca observada na atividade antifngica entre essas flavanonas, apesar de
se tratar de isbmeros de posicdo, pode estar relacionada a fatores estruturais sutis que
influenciam diretamente suas interagdes bioldgicas. A posicao do grupo metila no anel A
pode afetar a afinidade dessas moléculas por alvos moleculares fangicos, tais como
enzimas envolvidas na biossintese do ergosterol ou proteinas associadas a integridade da
membrana celular (Lichtemberg et al., 2016; Campos et al., 2023). Pequenas variaces
na estrutura quimica sdo capazes de impactar significativamente a capacidade de ligagdo
ao sitio ativo dessas enzimas, refletindo-se em diferencas na eficacia antiflngica
observada.

Nesse contexto, estudos de docagem molecular conduzidos por nosso grupo de
pesquisa demonstram que pequenas modificagOes estruturais podem alterar de forma
relevante a energia de ligagdo entre um composto e seu respectivo alvo molecular. Essas
variacdes influenciam a estabilidade do complexo formado e, consequentemente, a
intensidade da interacdo e o potencial bioldgico da molécula (Dos Santos et al., 2025).
Assim, embora estruturalmente semelhantes, a posicdo do grupo metila nas flavanonas
pode modificar suas interagdes com alvos especificos, justificando as diferencas nos
valores de CIM observados.

Com base nos valores de corte epidemioldgicos (ECVs) estabelecidos por Espinel-
Ingroff et al. (2017) para S. brasiliensis, os principais antifingicos de uso clinico
apresentam os seguintes ECVs (ug/mL): anfotericina B (4), itraconazol (2), posaconazol
(2), voriconazol (32), cetoconazol (2) e terbinafina (0,12).

No presente estudo, o itraconazol apresentou CIM de 4 pg/mL, valor superior ao

ECV reportado, o que pode indicar uma reducéo da suscetibilidade do isolado avaliado.
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Nesse contexto, as flavanonas (2S)-estrobopinina e (2S)-criptostrobina exibiram valores
de CIM de 126,8 pg/mL (0,469 mM) e 253,6 pg/mL (0,939 mM), respectivamente.
Embora esses valores sejam consideravelmente mais elevados do que aqueles
observados para antifungicos utilizados clinicamente, os compostos avaliados indicam
um potencial antifungico inicial, especialmente quando analisados sob os critérios
comumente adotados para produtos naturais em fases preliminares de investigacao.
Ressalta-se que essas moléculas apresentam estruturas relativamente simples e ndo
passaram por processos de otimizacéo estrutural, o que reforca seu valor como esqueletos
quimicos promissores para futuros estudos de modificacdo estrutural e elucidacdo de

mecanismo de acao.

Tabela 10: Resultados da atividade antifingica das flavanonas naturais contra cepas de
S. brasiliensis.

Substancias S. brasiliensis 2
(2S)-estrobopinina 126,8
(2S)-criptostrobina 253, 6

Itraconazol 4

a- CIM em pg/mL. Os valores das duplicatas foram idénticos, portanto DP = 0. (Dois experimentos
independentes: n=2)

No estudo de Soberon et al. (2020), foi investigada a atividade antifingica de
flavanonas isoladas das partes aéreas de Tessaria dodoneifolia, planta tradicionalmente
utilizada no noroeste da Argentina no tratamento de infeccbes fungicas. Os autores
isolaram duas flavanonas, naringenina (NAR) e pinocembrina (PIN), ambas ja descritas
em propolis e geopropolis de abelhas sem ferrdo (Da Silva et al., 2023; Da Paz et al.,
2025). As flavanonas demonstraram capacidade de inibir o crescimento de cepas de C.
albicans quando avaliadas individualmente e, adicionalmente, apresentaram efeito
sinérgico quando combinadas com fluconazol, indicando seu potencial no
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas antifngicas.

De forma complementar, Katerere e colaboradores (2012) investigaram a
fitoquimica e a atividade antimicrobiana de espécies da familia Combretaceae africanas,
avaliando sua acéo frente a microrganismos patogénicos, incluindo C. albicans. Nesse
estudo, foram isolados dezessete compostos, dentre os quais trés flavanonas (36), (37) e

(38) (Figura 29). A analise da relacdo estrutura—atividade evidenciou que pequenas
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modificagdes estruturais, como a adicdo de grupos metila, podem influenciar
significativamente a atividade antifingica.

O composto (36), identificado como pinocembrina, apresentou a maior atividade
antifangica, com valor de CIM de 6,25 pg/mL, sugerindo que sua estrutura relativamente
simples favorece a interacdo com alvos moleculares da célula fangica. O composto (37),
alpinetina, que apresenta uma metilacdo adicional na hidroxila em C-7, exibiu atividade
reduzida (CIM = 25 pg/mL), indicando que essa modificacdo estrutural pode ter
comprometido sua capacidade de interacdo ou penetracdo celular. Por sua vez, o
composto (38), contendo duas metilacbes adicionais, ndo demonstrou atividade
antifungica frente a C. albicans, sugerindo que o aumento da hidrofobicidade e do volume
molecular pode comprometer sua eficicia biologica. Esses resultados indicam que a
adicdo progressiva de grupos metila as hidroxilas pode reduzir a atividade antifingica,
possivelmente devido a alteraces na solubilidade e afinidade pelos alvos intracelulares.

Nesse contexto, a pinocembrina, flavanona estruturalmente similar as isoladas
neste trabalho, destaca-se como 0 composto mais promissor contra C. albicans, enquanto

seus derivados O-metilados apresentam efeito antifingico menos expressivo.
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Figura 29: Estruturas de flavanonas O-metiladas avaliadas contra C. albicans.
Pinocembrina (36), alpinetina (37) e pinocembrina 5,7-dimetiléter (38).

A revisdo de Aboody e Mickymaray (2020) apresenta uma analise abrangente
sobre a eficacia antifungica dos flavonoides, destacando seus multiplos mecanismos de
acdo e seu potencial uso terapéutico. Os autores ressaltam o aumento da incidéncia de
infeccOes fungicas e a necessidade urgente de novos agentes antifingicos eficazes. Os
flavonoides demonstram efeitos antifungicos promissores por atuarem na inibicdo da
biossintese da parede celular fungica, na disrupcdo da membrana plasmatica e na

interferéncia em processos metabdlicos essenciais. Ademais, a associacgdo de flavonoides
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com antiflngicos convencionais pode potencializar a eficacia terapéutica e reduzir efeitos
adversos, reforcando sua relevancia como candidatos a novos farmacos.

Entretanto, até 0 momento, ndo ha relatos na literatura que descrevam a atividade
antifngica de flavonoides frente a S. brasiliensis. Nesse sentido, embora as flavanonas
C-metiladas avaliadas neste estudo tenham apresentado atividade inibitéria moderada
contra esse patdgeno, os resultados obtidos reforcam a importancia de investigacdes
adicionais voltadas a identificacdo e otimizacdo de flavonoides com maior potencial

antifangico, visando sua possivel aplicacéo terapéutica futura.

3.3.2.2. Determinagéo da citotoxicidade das metilflavanonas

Com o objetivo de avaliar a citotoxicidade dos compostos isolados, foi realizada
a analise de viabilidade celular em células HeLa tratadas com as flavanonas C-metiladas
na concentracdo de 100 uM, durante 24 h. A flavanona (2S)-criptostrobina apresentou
viabilidade celular de 55,43 + 8,57%, enquanto a (2S)-estrobopinina apresentou
viabilidade de 55,69 + 9,48%. Para fins de comparacao, o etoposideo foi utilizado como
controle positivo, apresentando viabilidade celular de 27,59 + 3,57% na mesma
concentracdo, o que confirma a adequada sensibilidade do ensaio experimental (Figura
30).

Atividade Citotdxica
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Etoposideo (2S)-Estrobopinina (2S)-Criptostrobina

Figura 30: Representacao grafica da viabilidade celular obtida para as flavanonas e o
controle positivo (etoposideo) em células HeLa a 100 uM durante 24 h.

Ambas as flavanonas exibiram atividade citotdxica moderada frente as células
tumorais HelLa, com efeitos bastante semelhantes entre si, porém menos pronunciados

quando comparados ao farmaco padrdo. Ainda assim, os resultados obtidos podem ser
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considerados promissores, sobretudo quando se leva em conta que se trata de metabolitos
naturais avaliados em concentracdo Unica e em fase inicial de investigacdo bioldgica.

Ademais, a possibilidade de modificagOes estruturais direcionadas pode contribuir
para o aprimoramento da seletividade e da eficécia citotoxica desses compostos. Os
resultados também reforcam a eficacia do fracionamento bioguiado, uma vez que as
flavanonas isoladas da fragdo diclorometano (DCM) apresentaram atividade citotdxica
superior a observada para a propria fracdo bruta, indicando o enriquecimento de
metabolitos biologicamente ativos por meio desse processo.

Estudos prévios demonstram que flavanonas com caracteristicas estruturais
semelhantes, como a presenca de grupos metila e hidroxilas fendlicas, sdo capazes de
interferir em processos celulares fundamentais, incluindo a geracéo de espécies reativas
de oxigénio, a modulacdo de vias de sinalizacdo intracelular e a inducdo de apoptose
(Rosa et al., 2024). Nesse contexto, os compostos avaliados neste estudo reforcam o
potencial das flavanonas C-metiladas como modelos estruturais relevantes para o
desenvolvimento de novos agentes antitumorais. Ensaios adicionais envolvendo
diferentes linhagens celulares, curvas concentracdo-resposta e estudos mecanisticos
serdo necessarios para uma melhor elucidacéo de suas propriedades farmacoldgicas.

Corroborando esses achados, no estudo realizado por Sa et al. (2019), quatro
flavonoides, incluindo as mesmas flavanonas avaliadas neste trabalho, porém isoladas de
Pinus dalatensis e Pinus krempfii, demonstraram atividade antiproliferativa significativa
frente a células de leucemia mieloide aguda (LMA). Os compostos apresentaram efeitos
inibitérios relevantes sobre a progressao do ciclo celular, reforcando o potencial dos
flavonoides como candidatos promissores para o desenvolvimento de terapias anticancer,
particularmente voltadas ao tratamento da LMA.

A naringenina (17) tem sido amplamente investigada quanto as suas propriedades
anticancerigenas. No estudo conduzido por Fernando e colaboradores (2024), observou-
se que esse flavonoide reduziu significativamente a viabilidade de células de melanoma
por meio da indugéo de estresse oxidativo e de danos mitocondriais, culminando na
ativacdo de vias apoptoticas. De forma complementar, Choi et al. (2020) demonstraram
gue a naringenina exerce efeitos anticancerigenos relevantes em células de melanoma
maligno, sendo capaz de induzir apoptose e inibir a angiogénese, processos essenciais
para o crescimento e a disseminagdo tumoral. Esses resultados reforcam o potencial

terapéutico da naringenina no tratamento de neoplasias cutaneas agressivas, destacando-
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a como uma candidata promissora para o desenvolvimento de agentes antitumorais
derivados de produtos naturais.

A hesperidina (39) e sua aglicona, a hesperetina (40), também tém sido
amplamente reconhecidas por sua capacidade de modular diversos alvos moleculares
envolvidos na carcinogénese, incluindo vias associadas ao estresse oxidativo, inflamacgéo
e apoptose (Figura 31). Estudos demonstram que esses compostos séo capazes de induzir
morte celular programada em diferentes tipos de cancer, como mama, prostata, colon,
pulméo, figado e estbmago. Adicionalmente, a hesperetina tem sido apontada como um
agente relevante na manutencdo do equilibrio redox celular, apresentando efeitos
protetores contra a toxicidade pulmonar induzida pela doxorrubicina, o que reforca seu
potencial como agente adjuvante em terapias antineoplasicas (Devi et al., 2015; Erdem &
Tektemur, 2021; Pinto et al., 2021).
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Figura 31: Estruturas quimicas da flavanona hesperidina (39) e sua aglicona, a
hesperetina (40).

Nesse mesmo contexto, a alpinetina (37) destaca-se por suas propriedades anti-
inflamatdrias, antibacterianas e, sobretudo, antitumorais. Estudos indicam que esse
composto € capaz de inibir a proliferacdo de células cancerigenas do pulmao, trato
gastrointestinal e ovario, além de modular a expressdo de proteinas reguladoras do
apoptose, como Bcl-2, Bax e caspase-3. A alpinetina também promove bloqueio do ciclo
celular na fase G1 e inibe a migracéo celular, apresentando efeito citotoxico dependente
de dose e tempo em linhagens de cancer pancreatico. Adicionalmente, foi demonstrada
sua eficacia em cancer de mama, associada a reducgéo dos niveis intracelulares de ROS e
a supressao da expressdo de HIF-1a, culminando na ativagao do apoptose mitocondrial e
na inibicdo do potencial metastatico (Du et al., 2012; Zhang et al., 2020).

Por fim, o estudo conduzido por Pinto et al. (2021) enfatiza o potencial dos
flavonoides quirais, como as flavanonas, enquanto agentes antitumorais, destacando a

importancia da quiralidade na modulagéo da atividade biologica. Os autores evidenciam
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que pequenas modificacdes estereoquimicas podem impactar significativamente a
interacdo com alvos moleculares e, consequentemente, a eficicia terapéutica. Essa
abordagem reforca a relevancia da exploracgao da quiralidade como um fator determinante
na otimizacdo de flavonoides para aplicacdo em terapias oncologicas, sendo

particularmente pertinente no contexto das flavanonas (2S) avaliadas neste trabalho.

3.3.2.3. Determinacdo da atividade antiparasitaria das metilflavanonas

Com o objetivo de aprofundar a investigagdo do potencial bioldgico das
flavanonas C-metiladas, (2S)-criptostrobina e (2S)-estrobopinina, avaliou-se sua
atividade frente as formas amastigotas intracelulares de T. cruzi. Ambas as substancias
apresentaram valores de Clso bastante promissores, de 21,55 uM para a criptostrobina e
21,21 UM para a estrobopinina. Apesar da similaridade na atividade antiparasitaria,
observaram-se diferencas expressivas nos perfis de citotoxicidade, com valores de Clso
de 99,79 uM para a criptostrobina e 33,80 UM para a estrobopinina. Esses dados
evidenciam um perfil terapéutico mais favorével para a criptostrobina, sobretudo em
funcdo de seu indice de seletividade (IS = 4,63), que indica uma maior margem de

seguranca para aplicacdo antiparasitaria (Tabela 11).

Tabela 11: Valores médios de Clso (UM) calculados para as metilflavanonas isoladas.

Substancias T. cruzi Citotoxicidade IS
(2S)-Estrobopinina 21,21 + 3,54% 33,80 + 1,522 1,59
(2S)-Criptostrobina 21,55+ 1,88? 99,79 +1,99° 4,63

Benznidazol* 1,50 +0,33° > 200 -

* Farmaco de Referéncia. IS = Clso Citotoxicidade / Clso T. cruzi. n=3. Letras diferentes na mesma coluna
indicam diferengas significativas pelo teste ANOVA seguido do teste de Tukey (p < 0.05).

Observa-se que a variagcdo na posi¢do do grupamento C-metil nas flavanonas
isoladas ndo resultou em diferencga significativa na atividade antiparasitaria, uma vez que
ambas apresentaram valores de Clso semelhantes frente a T. cruzi. No entanto, essa
modificagdo estrutural mostrou-se determinante para o perfil de citotoxicidade,
promovendo um aumento de aproximadamente trés vezes na toxicidade da estrobopinina
em relacdo a criptostrobina frente as células hospedeiras LLC-MK2.

Diversos estudos relatam o expressivo potencial antiparasitario de propolis e de

flavonoides isolados dessas matrizes naturais. Ebiloma et al. (2020) demonstraram a
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potente atividade antiparasitaria de diferentes prépolis, independentemente da origem
geogréfica, frente a cinetoplastideos, incluindo espécies dos géneros Trypanosoma e
Leishmania. A integracao entre analises quimicas e bioldgicas permitiu a identificacéo de
flavonoides como importantes responsaveis pela atividade inibitoria observada,
reforcando o potencial terapéutico de produtos naturais no combate a doengas parasitarias
negligenciadas.

De forma complementar, Fonseca-Silva et al. (2011) avaliaram a atividade
antileishmania da quercetina frente a promastigotas de Leishmania amazonensis,
observando inibicdo significativa do crescimento parasitario de maneira dependente da
dose ¢ do tempo, com Clso de 31,4 uM ap6s 48 h. Em estudo posterior, Fonseca-Silva et
al. (2015) demonstraram que a apigenina apresentou atividade antileishmania relevante
(Clso = 23,7 uM), associada a0 aumento na geragdo de espécies reativas de oxigénio,
alteracdes mitocondriais, desorganizacdo do complexo trans-Golgi e vacuolizagdo
citoplasmatica, sugerindo que o colapso mitocondrial induzido por EROs constitui parte
de seu mecanismo de ag&o.

A literatura também descreve esforcos voltados ao planejamento racional e a
sintese de flavanonas avaliadas frente a formas amastigotas de T. cruzi. Diogo et al.
(2020) desenvolveram uma série de flavanonas com variagdes estruturais sistematicas,
possibilitando um estudo aprofundado de relagdo estrutura—atividade (SAR), no qual
pequenas modificacdes nos substituintes impactaram significativamente a poténcia
bioldgica.

Diante desses dados, os flavonoides emergem como uma classe promissora de
compostos bioativos para o desenvolvimento de novos agentes antiparasitarios,
especialmente no contexto de doencas negligenciadas como a Doenca de Chagas.

Dessa forma, diversos estudos presentes na literatura cientifica reforcam o
expressivo potencial antiparasitario de diferentes classes de flavonoides, destacando-0s
como promissores candidatos ao desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento
de doencas negligenciadas (Sabri, et al., 2025).

Com o intuito de compreender as diferengas observadas nos perfis de
citotoxicidade entre as flavanonas naturais isoladas, foram conduzidos estudos in silico e
proposta de mecanismo de agdo. Considerando os multiplos alvos moleculares potenciais
associados a atividade antiparasitaria das flavanonas, a identificagdo de um alvo
especifico representa um desafio. Entretanto, evidéncias da literatura indicam que a

gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase de T. cruzi (TcGAPDH) pode ser eficientemente
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inibida por flavonoides (Freitas et al., 2009). Assim, com base na similaridade estrutural
entre as flavanonas avaliadas e inibidores j& descritos da TcGAPDH, essa enzima foi
selecionada como alvo molecular para os estudos de modelagem molecular.

A TcGAPDH catalisa a sexta etapa da via glicolitica nas formas tripomastigota e
amastigota do parasito, promovendo a conversdo de D-gliceraldeido-3-fosfato em 1,3-
bisfosfoglicerato. A enzima apresenta um sitio ortostérico dividido nos sub-sitios Pi e Ps,
além de uma cavidade hidrofébica de aproximadamente 10 A associada & estabilizacéo
do anel de nicotinamida do cofator NAD* contendo residuos de aminoacidos exclusivos
da TcGAPDH, como Ilel3 e Tyr339— estrutura ausente na enzima humana. Diferencas
importantes entre TCGAPDH e HSGAPDH incluem a presenca do residuo Ser247 no sub-
sitio Pi da enzima parasitaria, substituido por Ala232 na enzima humana (Freitas et al.,
2009).

Inicialmente, o ligante cocristalizado (S70: acido 3-hidroxi-2-oxo-4-fosfonoxi-
butil-fosfonico) foi redocado no sitio ativo da TCGAPDH (codigo PDB: 1QXS; resolucao
= 2,75 A) em quatro diferentes cenarios, considerando a presenca ou auséncia do cofator
NAD" e os residuos cataliticos em suas formas neutra ou ionizada, validando o protocolo
adotado. Todas as fungdes de pontuacdo do programa GOLD foram exploradas, sendo
que os melhores resultados foram obtidos com a fungdo GoldScore, na presenga do NAD*
e com os residuos cataliticos na forma neutra (RMSD = 0,947 A). Na melhor pose de
redocagem (Figura 32a) todas as principais interacdes descritas para o ligante S70 na
literatura foram preservadas, incluindo ligacdes de hidrogénio com os residuos Ser247,
Thr226, Thrl67, Thrl99, Thrl97 e Arg249 (Ladame, et al., 2003).

Com base nesses resultados, a fungdo GoldScore foi escolhida para os estudos de
docagem, mantendo-se a presenga do NAD* e os residuos cataliticos na forma neutra.
Também foi incluida no estudo a quercetina como referéncia, por ser um flavonoide
estruturalmente semelhante a criptostrobina e a estrobopinina, e por ja ter demonstrado
capacidade de inibir a TCGAPDH (Clso = 142 uM) (Freitas, et al., 2009).

Com base nesses resultados, a criptostrobina, a estrobopinina e a quercetina foram
submetidas a estudos de docagem molecular. As flavanonas apresentaram pontuagoes
superiores as do ligante S70 e da quercetina (Tabela 12), sugerindo interacbes mais
favoraveis com a TCGAPDH.

Além disso, parte das interagdes observadas entre o inibidor S70 e o sitio ativo da
enzima foram também mantidas nas poses de docagem da quercetina, criptostrobina e

estrobopinina (Figura 32).
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Tabela 12: Melhores pontuacdes de acoplamento molecular (Goldscore) para os ligantes
em TcGAPDH.

Ligante Pontuacéo de aptidao (Goldscore)
Referéncia (S70) 47,84
Quercetina 50,14
Criptostrobina 54,06
Estrobopinina 55,75

Para avaliar a estabilidade dos complexos de maneira mais robusta, as melhores
poses de docagem tiveram suas geometrias totalmente reotimizadas com o método
semiempirico PM7, a fim de calcular os valores das entalpias de interacdo (AHint) dos
complexos TcGAPDH-flavanona, conforme descrito na se¢do experimental 4.13. A
formagé&o dos complexos com as metilflavanonas (2S)-estrobopinina e (2S)-criptostrobina
mostrou-se entalpicamente favoravel em ambos os casos, com valores de AHint de —
307,76 kcal/mol e —317,60 kcal/mol, respectivamente (Tabela 13). Embora diversos
fatores possam influenciar a atividade tripanocida, é interessante observar a semelhanca
entre os valores de AHint € 0s valores de Clso obtidos para ambos os compostos (Tabela
11).
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Figura 32: Mapa 2D das intera¢des no sitio ativo da TcCGAPDH para (a) ligante de
referéncia S70, apds redocking com a funcao de aptidao GoldScore; (b) melhor pose
de interacdo da quercetina; (c) melhor pose de interacdo da estrobopinina; (d) melhor
pose de interacdo da criptostrobina segundo a funcédo de aptiddo GoldScore. Figuras

geradas com o Discovery Studio, Dassault Systémes, 2023.

Tabela 13: Entalpias de formacdo calculadas (AHr) em kcal.mol™ (método PM7) para
os ligantes estrobopinina e criptostrobina e para os complexos sitio-ligante obtidos com
a gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH — PDB id: 1QXS).

Ligantes AHf complex AHf ligand AHint 1QXS
Estrobopinina -32486,54 -147,99 -307,76
Criptostrobina -32492,32 -143,93 -317,60

A entalpia de interagdo (AHint) foi calculada para cada composto de acordo com a

equacio a baixo, sendo o valor de AH# " = -32030.79 kcal.mol ™.
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AHint= AchompIexo_ (AHfsitio + AHfIigante)

Os perfis de interacdo da estrobopinina (Figura 32c) e da criptostrobina (Figura 32d)
com a TcGAPDH apresentam diferencas significativas, resultado da posic¢ao distinta do
grupo metil nas respectivas estruturas. O conjunto completo de poses de docagem revelou
que as flavanonas sao capazes de interagir com o sitio ortostérico, o sitio do cofator e a
regido entre ambos, embora as melhores pontuacGes tenham sido obtidas quando os
ligantes interagiram preferencialmente com o sitio ortostérico.

A estrobopinina interage com a enzima por meio de ligacbes de hidrogénio com
Ser247, Thrl67, Cysl66 e Arg249, alem de estabelecer interagdes hidrofobicas com
Thr226, Thr192, Thr197 e com o anel de nicotinamida do cofator NAD* (Figura 32c).
Também foi observada uma interacdo de empilhamento-r com o residuo de His194. O
modo de ligacdo manteve a maioria das interacfes observadas com o inibidor de
referéncia (S70), mas com interacdes mais fortes, além da presenca da interacdo de
empilhamento-x, ausente no complexo com S70, o que pode justificar a pontuagédo de
docagem mais elevada da estrobopinina. Outro fator a ser considerado pode ser
relacionado a maior flexibilidade conformacional do S70 em comparagdo a estrobopinina,
0 que pode resultar em uma pontuacéo de afinidade menos favoravel devido ao potencial
torsional incluido na funcéo de aptiddo GoldScore. A formacéo da ligacéo de hidrogénio
com Thrl67, combinada com interagdes com os subsitios Pi e Ps, foi apontada como fator
crucial para uma afinidade satisfatoria e atividade inibitoria significativa.

A criptostrobina apresentou um perfil de interacdo distinto daquele observado para a
estrobopinina, principalmente devido a posicdo do grupo C-metil, que estericamente
impede a interacdo do grupo éter do anel C com o grupo guanidinio do residuo de Arg249.
Neste caso, Arg249 passa a participar de uma interacdo cation-t com o anel B. Esse
impedimento estérico reduziu a interacdo com o sub-sitio Pi e causou uma rotacdo de
aproximadamente 8° no anel B. Como consequéncia, novas interaces foram
estabelecidas com os residuos Pro136, Serl65 e uma nova ligagdo de hidrogénio com
Thr226 (Figura 32d). Diferentemente da estrobopinina, a criptostrobina ndo interagiu
com o grupamento nicotinamida do cofator NAD+. Essa situagdo pode ser comparada ao
comportamento de alguns 1,5-difosfonopentanos que ndo possuem substituintes na
posicdo C-2, os quais apresentam interagdes mais restritas com o sub-sitio Pi, 0 que pode

resultar em uma acéo seletiva contra a TCGAPDH (Ladame, et al., 2003).
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Para testar essa hipotese, estrobopinina e criptostrobina também foram acopladas
a enzima homologa humana (HsGAPDH, cdigo PDB: 1U8F; resolugdo = 1,75 A) a fim
de avaliar o0 modo de interacdo e as relagdes com o subsitio Pi (Figura 33). A
estrobopinina demonstrou boa interagdo com o subsitio Pi da enzima humana, devido a
sua ligacdo com o residuo de Arg234 (homologo a Arg249 em TcGAPDH). Ela também
apresentou varias interagdes com o sitio ativo, incluindo interagbes com o residuo de
Ala232 (equivalente a Ser247 no sub-sitio Pi da TcGAPDH). Por outro lado, a
criptostrobina ndo interagiu com Arg234 e teve interagdo minima com o sub-sitio Pi, fato
que pode estar relacionado a seletividade observada da criptostrobina contra amastigotas
de T. cruzi em comparacdo com fibroblastos humanos LLC-MK2.

Isso pode explicar os resultados experimentais obtidos, que mostram que a
criptostrobina, diferentemente da estrobopinina, apresenta maior toxicidade frente ao T.
cruzi do que as células humanas. Para ambas as flavanonas, a pose obtida no docking esta
de acordo com a hipétese proposta por Yun e colaboradores (2000), segundo a qual o
primeiro sitio de interacdo dos inibidores é o sub-sitio Pi. Os resultados do docking
indicam que a regido mais polar das flavanonas, contendo hidroxilas fenolicas ligadas ao
anel A, interage com o subsitio Pi, enquanto a regidao mais hidrofobica (anel B) se estende
em direc¢do ao anel de nicotinamida do cofator NAD", localizado na bolsa hidrofobica da

enzima.
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Figura 33: Melhores poses de acoplamento (GoldScore) de estrobopinina e criptostrobina,
no sitio ativo de HSGAPDH. Figuras geradas com o Discovery Studio, Dassault Systémes,
2023.



70

Por fim, considerando que o carbono carbonilico da estrobopinina estava
localizado a uma distancia de 2,9 A do 4&tomo de enxofre da Cys166 catalitica, decidiu-se
avaliar a possibilidade de ocorréncia de um ataque nucleofilico, levando a formacéo de
uma ligacao covalente entre o ligante e a enzima. Essa possibilidade foi investigada por
meio de um procedimento de docagem covalente utilizando o programa GOLD; como
essa adigdo resultaria na formagdo de um centro quiral no carbono carbonilico do anel C,
e ambos os produtos enantioméricos foram avaliados. O ligante utilizado como referéncia
para pontuacdo foi o D-gliceraldeido-3-fosfato (GAP), substrato natural da enzima
GAPDH, com o qual o &tomo de enxofre da Cys166 forma uma ligacao covalente durante
o ciclo catalitico. Os resultados (Tabela 14) indicaram uma preferéncia enantiomérica
para o ataque que leva ao produto com configuragéo (2R) (Figura 34a). Esse complexo
apresentou uma distancia de ligacdo covalente de 1,85 A entre o C4 do anel C e 0 4&tomo
de enxofre da Cys166. Por outro lado, o enantidmero (2S) mostrou-se destabilizado por
efeitos estéricos no interior do sitio ortostérico. O mesmo estudo foi realizado para a
criptostrobina, cujo carbono carbonilico estava a 3,43 A do atomo de enxofre da Cys166
na conformacdo ndo covalente, e os resultados também foram consistentes com uma
preferéncia enantiomérica para o ataque que leva a formacdo do produto com
configuracdo (R). Esse complexo apresentou uma distancia de ligagao covalente de 1,84
A entre 0 C4 do anel C e 0 S da Cys166 (Figura 34b).

Tabela 14: Melhores pontuacdes (Goldscore) para o acoplamento covalente dos
ligantes em TcGAPDH.

Ligante Pontuacédo de aptidao (Goldscore)
D-gliceraldeido-3-fosfato 80,02
Estrobopinina (enantiomero 2R) 72,89
Estrobopinina (enantibmero 2S) 41,47
Criptostrobina (enantidmero 2R) 78,69

Criptostrobina (enantidmero 2S) 59,63
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Figura 34: a) Melhor pose de docagem covalente da estrobopinina (representada em bastoes,
atomos de carbono em rosa) na GA cientitificaPDH de T. cruzi (representada em formato de fita);
(b) melhor pose de docagem covalente da criptostrobina (bastdes, atomos de carbono em rosa) na

GAPDH de T. cruzi (fita); residuos cataliticos Cys166 e His194 (bastGes, carbonos em verde);

NAD" (bastdes, carbonos em ciano). Figura gerada com PyMOL 0.99rc6 (DeLano Scientific

LLC).

As propriedades farmacocinéticas das flavanonas também foram avaliadas por
meio de proposigdes realizadas no servidor SwissSADME (SI1B, 2024). De acordo com 0s
dados obtidos no estudo tedrico (Figura 35), tanto a (2S)-estrobopinina quanto a (2S)-
criptostrobina atendem integralmente aos critérios estabelecidos pela Regra dos Cinco de
Lipinski, indicando bom potencial de biodisponibilidade por via oral. Ambas foram
previstas como tendo boa solubilidade e perfil de absorcdo gastrointestinal, além de
apresentarem capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica, o que indica
potencial de a¢do no sistema nervoso central. Segundo o parametro de Brenk da Quimica
Medicinal, ndo ha indicios de formacdo de metabolitos téxicos ap6s a fase de
biotransformagdo farmacocinética. Essas flavanonas demonstram ainda potencial para
inibir o sistema microssomal hepéatico, em maior ou menor grau, atuando sobre as enzimas
CYP1A2, CYP2C19, CYP2D6 e CYP3A4 — efeitos que ndo sdo necessariamente

prejudiciais, pois dependem da via metabolica envolvida.
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Figura 35: Perfil farmacocinético previsto da estrobopinina e da criptostrobina. Parametros fisico-
quimicos e delineamento do provavel escopo de inibigdo de enzimas metabdlicas humanas obtidas
com o servidor SwisSADME.

A partir da fracdo de diclorometano do extrato etandlico da geoprépolis de M.
mondury foi possivel isolar duas flavanonas C-metiladas as quais demonstraram
atividades bioldgicas bem promissoras, com enfoque especial na antiparasitaria. 1sso
porque a doenca de Chagas é uma enfermidade negligenciada, e afeta majoritariamente
populacBes de paises com baixo poder aquisitivo, como o Brasil. Assim, os resultados
obtidos neste estudo representam uma contribuicdo relevante para a pesquisa voltada a

descoberta de novos candidatos a farmacos com potencial terapéutico contra essa doenca.

3.3.3. Isolamento e caracterizacdo de compostos da Fracao hexanica

A fracdo hexanica do extrato etanélico da geopropolis de M. mondury apresentou
atividade biol6gica relevante em alguns dos ensaios realizados neste estudo, com
destaque para as avalia¢@es antiflngica e antiparasitaria. Considerando esse desempenho
e o perfil cromatografico relativamente simples dessa fracdo, optou-se por submeté-la a
um processo de isolamento com o objetivo de identificar os metabolitos responsaveis
pelas atividades observadas.

A fracdo hexanica (470 mg) foi submetida a Cromatografia Liquida a Vacuo
(CLV), conforme descrito no item 4.6 da secdo experimental. Durante o fracionamento,
foram coletadas aproximadamente 15 subfragdes de 5 mL, as quais foram posteriormente
analisadas por Cromatografia em Camada Delgada Analitica (CCDA). Com base na
similaridade dos perfis cromatogréaficos, as subfracfes foram reunidas e concentradas em

evaporador rotativo.
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A andlise por CCDA e CLAE-DAD revelou a presenca de duas manchas/picos
majoritarios, denominados M1 (m =20 mg) e M2 (m = 16 mg), correspondentes aos dois
principais sinais observados no cromatograma da fragdo hexanica, com tR de 37,09 e
37,34 minutos, respectivamente. No entanto, as subfracdes obtidas ainda néo
apresentavam pureza satisfatoria. Os valores de Rf muito préximos indicaram elevada
similaridade estrutural entre M1 e M2, resultando em contaminagdo cruzada.

Visando a separagdo eficiente desses compostos, empregou-se a Cromatografia
em Camada Delgada Preparativa (CCDP) como etapa adicional de purificacdo. Embora
essa técnica tenha permitido reduzir parcialmente a contaminagéo cruzada, as purezas
alcangadas por CLAE-DAD (81 % para M1 e 89 % para M2) ainda foram consideradas
insuficientes. Dessa forma, tornou-se necessaria a aplicacdo de uma etapa cromatogréafica
complementar, e para esta finalidade, utilizou-se cromatografia de exclusao por tamanho
em Sephadex LH-20.

A combinacdo das trés técnicas cromatograficas, CLV, CCDP e Sephadex LH-20,
possibilitou o isolamento das substancias M1 (9,5 mg) e M2 (8,5 mg), ambas obtidas
como liquidos incolores, com elevada pureza cromatografica determinada por CLAE-
DAD em fase reversa, atingindo 94 % para M1 e 95 % para M2 (Figura 36).

uV(x1,000,000)

3.00 mAU
400+

2.75

2,50 300+

266

2.25+
200+

200
1

175 o
150

1254

ol
100-
100
075 20— ——— “
nm

T T 1T T T
200 250 300 350 400 450

050 |

L B e L B By
0.0 25 5.0 5 100 125 150 175 200 225 250 215 300 325 350 375 40.0 425 450 475 min

Figura 36: Cromatogramas sobrepostos (254 nm) e CCDA (254 nm) do M1 (em
vermelho) e M2 (em azul), respectivamente.

As substancias M1 e M2 apresentaram 0 mesmo maximo de absorc¢éo no UV-Vis
(Amax =267 nm) e tiveram suas estruturas elucidadas por meio de espectroscopia de RMN

unidimensional (*H e 33C) e bidimensional (NOESY), complementadas por
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espectrometria de massas (CG-EM), além de comparagdo com dados da literatura
(Khambay et al., 2003; Nishiwaki et al., 2019). De acordo com Massaro et al. (2015), esse
valor de Amax ¢ caracteristico de compostos derivados do floroglucinol, hipétese que foi
inicialmente considerada para essas substancias.

A anélise conjunta dos dados espectroscdpicos permitiu caracterizar M1 e M2
como dois sesterpenos (Czs) diastereoisoméricos, possivelmente responsaveis pelas
atividades biolégicas pronunciadas observadas na fragdo hexanica. As substancias foram
identificadas como (1'R,2'R,4R)-4-isobutil-6,6,8,8-tetrametil-2,3,4,8-tetraidrocromeno-
5,7-diona-2-espiro-2'-6,6-dimetilbiciclo[3.1.1]heptano, conhecidas pelo nome comum
ficifolidiona, epimeras no carbono C-4, ambas inéditas na geoprépolis brasileira, com
massa molar de 386 g/mol (Figura 37).

M1 - C,5H;330;3

Figura 37: Estrutura da M1 - (4S) - isobutil ficifolidiona e seu epimero M2.

A elevada similaridade estrutural entre M1 e M2 ficou evidente pelos mesmos
valores de Amax, polaridade semelhante (valores de Rf muito préximos), mesma massa
molecular observada por CG-EM (m/z 386, [M*™]) e espectros de RMN altamente
semelhantes.

A anélise de RMN de 3C confirmou o esqueleto sesterpénico (25 atomos de
carbono). Sinais diagnosticos incluiram as carbonilas em 212,8 ppm (ndo conjugada) e
197,0 ppm (conjugada) para M1, e em 213,9 ppm e 198,0 ppm para M2. Os carbonos da
carbonila a,B-insaturada (C-4a e C-8a) apresentaram sinais em 111,4 e 168,5 ppm para
M1 e em 113,0 e 168,0 ppm para M2, compativeis com deslocalizacdo eletronica tipica
desse sistema. Os sinais das oito metilas foram observados entre 20,7 a 27,5 ppm,
corroborando o esqueleto sesterpénico proposto.

A anélise de RMN de 'H corroborou esses dados, revelando seis simpletos de 3H

abaixo de 1,5 ppm, atribuidos as metilas 8', 9', 9, 10, 11 e 12, além de dois dupletos de
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3H correspondentes as metilas 3” e 4”. Todos os sinais foram confirmados por
comparacdo com dados da literatura (Khambay et al., 2003; Nishiwaki et al., 2014;
Nishiwaki et al., 2019). Os espectros das moléculas M1 e M2 se encontram nos apéndices
deste trabalho (paginas 128 -140).

A determinacdo da estereoquimica relativa foi realizada por NOESY, essencial
para diferenciar os diastereoisomeros que variam apenas na configuracao do C-4. Ambos
apresentaram correlacbes NOE entre H-7' e os grupos metilicos geminais em C-8,
indicando estereoquimica idéntica em C-2. Entretanto, apenas M1 exibiu correlacao
adicional entre os hidrogénios H-4 e H-1'. Considerando a rota sintética descrita por
Khambay et al. (2003) a partir do (1S)-B-pineno e a posic¢do conhecida do préton H-1’,
foi atribuida a configuracdo 4S para M1 e, por consequéncia, 4R para M2 (Figura 38).
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Figura 38: Correlagdes chave de NOE observados para M1 e M2 (Fonte: Khambay et al.;
2003).

Os espectros de massas obtidos por CG-EM mostraram padr6es de fragmentacgéo
idénticos para ambos os compostos M1 e M2. O pico base (m/z 93; 100%) foi atribuido
a um mecanismo de RDA, seguido de rearranjo de hidrogénio equatorial em C-15 para
C-11, com consequente formacdo de uma dupla ligacdo entre C-10 e C-15 (m/z 136),
conforme proposto na Figura39 aeb.

A estereoquimica absoluta foi confirmada por medidas de rotacdo Optica
especifica em diclorometano (c= 5,0 mg/mL). De acordo com Nishiwaki et al. (2019), o
isdbmero S apresenta rotacao positiva, enquanto o R apresenta rotacao negativa. Os valores
obtidos neste estudo foram +7,84° para M1 e —8,40° para M2, em plena concordancia

com a literatura.
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77

Durante o fracionamento da fracdo hexanica por CLV, uma das subfracGes obtidas
apresentou-se na forma de pequenos cristais em formato de agulhas apds evaporacgao do
eluente & temperatura ambiente. Essa subfracdo foi previamente pesada (2,0 mg) e
submetida a anélise por CG-EM, bem como injetada em CLAE-DAD para avaliacdo da
pureza cromatografica (95%) e obtencdo do espectro de absor¢do no UV-Vis, o qual
apresentou maximo em 296 nm (Figura 40a). Em seguida, realizou-se a anélise por RMN
de *H. No entanto, devido a quantidade limitada de amostra disponivel, ndo foi possivel
obter o espectro de RMN de 13C, nem realizar ensaios biologicos adicionais.

A identificacdo estrutural baseou-se na comparacao dos padrdes de fragmentagéo
por CG-EM com aqueles previamente descritos para as flavanonas (2S)-criptostrobina e
(2S)-estrobopinina, bem como na similaridade dos espectros de RMN de *H. Observou-
se a auséncia de um simpleto correspondente a préton aromatico, acompanhado da
presenca de um grupo metila adicional, evidenciando uma metila suplementar no anel A.
Com base nesses dados, a substancia foi identificada como 5,7-diidroxi-6,8-
dimetilflavanona, também conhecida como desmetoximateucinol, uma flavanona C-
metilada inédita na geoprépolis brasileira, com massa molar de 286 g/mol (Figuras 40b
e 41).

A introducdo de um grupamento metila adicional no anel A aumenta a
lipofilicidade da desmetoximateucinol quando comparada as flavanonas estrobopinina e
criptostrobina, justificando sua ocorréncia preferencial na fracdo hexanica.
Adicionalmente, o perfil de absor¢do no UV-Vis apresentou bandas caracteristicas do
esqueleto flavanonico, em concordancia com aquelas observadas para outras flavanonas

naturais previamente isoladas neste estudo.
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Figura 40: a) Cromatograma e espectro no UV da desmetoximateucinol. b) Espectro
de massas por CG-EM.

A auséncia de substituintes no anel B foi confirmada pela presenca do ion
fragmentario m/z 77 no espectro de CG-EM, caracteristico de um grupamento fenil ndo
substituido. O ion de alta intensidade em m/z 180, atribuido a um mecanismo de
fragmentacdo do tipo RDA, indica que o grupamento metila estd no anel
diidroxibenzoico, especificamente nos carbonos 6 e 8, uma vez que as posicoes 5 e 7
encontram-se ocupadas por grupos hidroxila. A subsequente contracdo de anel,
acompanhada da eliminacdo de uma molécula de CO a partir do ion m/z 180, explica a
formagéo do fragmento m/z 152. Além disso, o ion m/z 207, resultante da perda do anel
B, reforga a proposta da presenca das metilas nas posi¢oes 6 e 8 da dimetilflavanona. Os
dados de RMN de 'H, comparados com a literatura e apresentados nos anexos deste
trabalho, corroboram integralmente essa proposta estrutural (Massaro et al., 2014; Insanu
et al., 2020).

Figura 41: Estrutura da flavanona dimetilada 5,7-diidroxi-6,8-dimetilflavanona
(desmetoximateucinol).

A rotagdo Optica especifica da desmetoximateucinol foi determinada
experimentalmente para a atribuicdo da configuracdo absoluta no carbono C-2. O valor

obtido foi de — 6,59°, indicando que se trata de um composto levdgiro, em concordancia
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com os dados reportados por Massaro et al. (2015). Esse resultado era esperado, uma vez
que, segundo Schroder et al. (1998), essa flavanona compartilha a mesma rota
biossintética das flavanonas estrobopinina e criptostrobina, ambas com configuragéo 2S.
Estudos envolvendo chalcona isomerases (CHIs), enzimas responsaveis pela ciclizacdo
estereosseletiva de chalconas em flavanonas, demonstram que a formacdo do
enantidmero (2S) é fortemente favorecida nas plantas, em funcéo da ativagéo bifuncional
do substrato mediada por residuos de arginina altamente conservados no sitio ativo da
enzima (Burke et al., 2019; Pinto et al., 2021).

As propriedades farmacocinéticas da (2S)-desmetoximateucinol foram avaliadas
por meio de predi¢des in silico utilizando o servidor SwissADME (Figura 42). Os
resultados indicaram que o composto atende plenamente aos critérios da Regra dos Cinco
de Lipinski, sugerindo boa biodisponibilidade por via oral. As analises também
apontaram solubilidade moderada em agua, bom perfil de absorcdo gastrointestinal e
capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica, o que indica um possivel efeito no
sistema nervoso central. Assim como observado para as demais flavanonas isoladas neste
estudo, nao foram identificados indicios de formacdo de metabolitos tdxicos apos a fase

de biotransformacéo.
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Figura 42: Perfil farmacocinético previsto para a desmetoximateucinol
obtidas com o servidor SwissADME.
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Estudos de docagem molecular também foram realizados seguindo o mesmo
protocolo utilizado para as flavanonas estrobopinina e criptostrobina.

A melhor pose de acoplamento da desmetoximateucinol (Figura 43) apresentou
pontuacdo superior as obtidas para o inibidor cocristalizado S70 e para a quercetina,
utilizada como flavonoide de referéncia. Esses resultados indicam que a
desmetoximateucinol possui potencial para estabelecer interacGes mais favoraveis com a
enzima TcGAPDH, quando comparada aos controles positivos. A tabela a seguir
apresenta 0s resultados detalhados, incluindo a pontuacdo de docagem da
desmetoximateucinol, a fim de facilitar a comparacao e a compreensdo dos dados obtidos
(Tabela 15).

Tabela 15: Melhores pontuacgdes de acoplamento (Goldscore) para os ligantes em

TcGAPDH.
Ligante Pontuacao de aptidao (Goldscore)
Referéncia (S70) 47,84
Quercetina 50,14
Criptostrobina 54,06
Estrobopinina 55,75
Desmetoximateucinol 53,55

Vale destacar, que a pontuacao da flavanona dimetilada foi ligeiramente inferior
as obtidas para as flavanonas estrobopinina e criptostrobina. Esse resultado pode ser
atribuido a presenca de um grupamento metila adicional no anel A, que gera impedimento
estérico responsavel por reduzir a eficiéncia das interagdes com o sitio ativo da
TcGAPDH. Tal sitio apresenta limitacGes espaciais, 0 que dificulta o acoplamento de
ligantes significativamente maiores do que o substrato enddgeno.

Ademais, os dados apresentados na Tabela 15 sugerem que o Clso da
desmetoximateucinol provavelmente sera semelhante ao das flavanonas estrobopinina e
criptostrobina, situando-se, aproximadamente, na ordem de 21 uM. Essa estimativa é
respaldada pela proximidade entre as pontuagdes de acoplamento, que ndo apresentam
diferengas significativas entre os compostos, além do cerne das interagdes das flavanonas
serem  parcialmente equivalentes, principalmente ao considerar que a

desmetoximateucinol também interage, por ligacdo de hidrogénio com o residuo de
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Thrl67 e detém as mesmas interacGes das outras flavanonas com o subsitio Ps (Alal198,
Thr197 e Thr199).

Além disso, a pose dessa flavanona em TcGAPDH mostrou uma interagdo minima
com o sub-sitio Pi, ao observar que ocorre somente uma fraca interacao de van der Waals
com o residuo de Ser247. Nenhuma interacdo foi observada entre esse ligante e o residuo
de Thr226, outro constituinte principal do sub-sitio Pi. Também, pode-se destacar que as
trés flavanonas tiveram uma pose de interacdo quase sobreposta no sitio ativo,
evidenciando que elas, potencialmente, apresentam o mesmo mecanismo de acdo em
TcGAPDH. A formacdo da ligacdo de hidrogénio com Thrl67, combinada com as
respectivas interacbes com os subsitios Pi e Ps, apontam uma provével afinidade
satisfatoria e atividade inibitdria significativa para a desmetoximateucinol.

A formacdo de uma ligacéo de hidrogénio adicional com o cofator NAD™ pode ser
tratada como um fator incremental para a atividade dessa flavanona em TcGAPDH
(Figura 43).

Interactions
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Figura 43: Mapa 2D das interacdes e pose da desmetoximateucinol no sitio ativo da TcCGAPDH.
Figura gerada com o Discovery Studio, Dassault Systemes, 2023; e PyMOL 0.99rc6 (DeLano
Scientific LLC).

Ja em relacdo a seletividade da flavanona dimetilada, como mencionado
anteriormente, a estrobopinina apresentou uma boa interacdo com o subsitio Pi da enzima
humana, especialmente por meio de sua ligacdo com o residuo Arg234 (homdélogo ao
Arg249 da TcGAPDH). Em contraste, a criptostrobina, que possui um grupo metila na

posicdo 8, ndo interagiu com Arg234 e exibiu interacdo minima com o subsitio Pi —



82

caracteristica que pode estar associada a sua seletividade frente as amastigotas de T. cruzi,
em detrimento dos fibroblastos humanos LLC-MK2. Considerando que a
desmetoximateucinol apresenta metilagfes simultaneas nas posicdes 6 e 8 do anel A, é
plausivel supor que seu perfil de seletividade seja equipotente ou superior ao da flavanona
criptostrobina. Em TcGAPDH, a desmetoximateucinol ndo exibe interacdo do grupo éter
do anel C com a Arg249, devido ao impedimento estérico do grupo C-metil, assim como
0 modo de ligagdo da criptostrobina. De mesmo modo, h& reducéo ainda mais intensa da
interacdo da desmetoximateucinol com o sub-sitio Pi, quando comparado a interacdo da
criptostrobina.

Parece que hd uma conservacdo maior dos residuos de aminoécidos do subsitio
Pi entre as enzimas do parasito e a humana. A interacdo ideal dos ligantes com a Arg249
da enzima de T. cruzi, através de ligacdo de hidrogénio, gera uma pose, no sitio ativo, que
exibe interacbes mais intensas com o subsitio Pi. Essa pose aparenta ser reproduzida na
enzima homéloga humana, de modo a incrementar a afinidade por ela. A presencga do
grupo metila na posicéo 8 das flavanonas impede a formacao de ligacdo de hidrogénio
com a Arg249 e, portanto, a interacdo com o subsitio Pi é reduzida.

De modo semelhante, a interacdo com a enzima homdloga humana € limitada,
logrando, assim, seletividade para as flavanonas C-metiladas na posi¢éo 8. Um estudo de
docagem da desmetoximateucinol em HsGAPDH, potencialmente, geraria resultados
bem préximos aos da criptostrobina, ou seja, evidenciaria auséncia de interacdo com
Arg234 e uma interacdo minima, ou nula, com o sub-sitio Pi. Fatos estes, que podem estar
relacionados a uma potencial seletividade da desmetoximateucinol contra amastigotas de
T. cruzi em comparagdo com fibroblastos humanos LLC-MK2.

3.3.4. Avaliacao das Atividades Bioldgicas dos Sesterpenos

Os sesterpenos isolados tiveram sua atividade antifungica avaliada por meio da
determinacdo de susas CIM’s frente as cepas S. brasiliensis e C. albicans. Para S.
brasiliensis, ambos 0s compostos apresentaram atividade moderada, porém com CIMs
distintas: 271,4 pg/mL (0,703 mM) para a (4S)-ficifolidiona e 540 pg/mL (1,4 mM) para
a (4R)-ficifolidiona. Em relacdo a C. albicans, os dois estereoisomeros exibiram a mesma
CIM, de 1084,7 pg/mL (2,81 mM) (Tabela 16). Esses resultados indicam que o0s
sesterpenos isolados podem estar, ao menos parcialmente, associados a atividade

antifungica moderada observada para a fragdo hexanica.
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A atividade antiparasitaria dos compostos tambeém foi avaliada frente as formas
amastigotas de T. cruzi. Observou-se uma diferenca expressiva entre os estereoisémeros,
com valor de Clso de 19,97 £ 1,44 uM para a (4S)-ficifolidiona, enquanto o epimero (4R)-
ficifolidiona apresentou Clso superior a 100 uM (Tabela 16). Esses resultados evidenciam
um efeito fortemente dependente da configuracdo estereoquimica no carbono C-4,
indicando que pequenas variagOes estruturais podem exercer impacto significativo sobre
a atividade bioldgica.

A influéncia da estereoquimica na bioatividade é amplamente descrita na
literatura, como exemplificado por pares classicos de farmacos e metabdlitos bioativos,
como quinina/quinidina e os enantiomeros da talidomida, nos quais a inversdo da
configuragdo de um dnico centro quiral resulta em alteracbes profundas no perfil
farmacologico. Esse comportamento sugere uma interacdo estereoespecifica dos
sesterpenos com seus alvos biologicos, hipdtese que poderia ser aprofundada por estudos
adicionais de modelagem molecular e docagem para a elucidacdo de possiveis

mecanismos de acao.

Tabela 16: Efeito in vitro das ficifolidionas sobre microrganismos flngicos e parasitarios.

Compostos S. brasiliensis®  C. albicans @ T.cruzi ®  Citotoxicidade® IS
(4S)-Ficifolidiona 2714 1084,7 19,97 + 1,44 31,83+ 1,46 1,59
(4R)-Ficifolidiona 540 1084,7 > 100 > 200 -

Itraconazol* 4 > 16 - - -

Benznidazol* - - 1,20 £ 0,33 > 200 -

*Farmacos de Referéncia. a = ug.mL* (n=2). b = Clsoem puM (n=3). IS= Clso Citotoxicidade/ Clso T. cruzi.

As ficifolidionas e seu epimero em C-4 ja foram previamente isolados das folhas
e caules de espécies da familia Myrtaceae, como Eucalyptus ficifolia e Kunzea ericoides,
ambas nativas da Australia (Nishiwaki et al., 2014). Nesse estudo, embora 0s compostos
tenham sido descritos como potenciais inseticidas, ndo foi observada atividade
significativa contra moscas domésticas adultas (Musca domestica), larvas de mosquitos
(Culex pipiens) ou lagartas (Spodoptera litura). Os autores também avaliaram a
citotoxicidade das ficifolidionas frente a quatro linhagens celulares, observando que o
isdbmero (4S) apresentou valores de Clso de aproximadamente 32, 9, 3 ¢ 12 uM para as

linhagens Sf9, Colon26, HL60 e Vero, respectivamente. Em compara¢éo, o epimero (4R)
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exibiu Clso de cerca de 63, 14, 4 e 8 uM para as mesmas linhagens, refor¢ando a influéncia
da estereoquimica sobre o perfil biolégico desses compostos.

A relevancia da estereoquimica também foi investigada por Senadeera et al.
(2018), que isolaram os epimeros (4S)- e (4R)-ficifolidiona das flores de Corymbia
torelliana e avaliaram sua atividade antiplasmddica frente a cepa 3D7 de Plasmodium
falciparum. Os autores relataram valores de Clso de 16,6 uM para o isomero (4S) e 13,6
MM para o (4R). Embora a diferenca entre os valores ndo seja expressiva, 0s resultados
indicam que a estereoquimica pode modular a atividade biologica desses sesterpenos,
dependendo do alvo bioldgico envolvido.

Outros estudos corroboram o impacto de variagdes estereoquimicas na modulagao
da bioatividade de metabdlitos naturais. Mesurado et al. (2025), por exemplo, avaliaram
dois epimeros em C-4 de um diterpeno do tipo labdano, isolados de Grindelia puberula,
frente ao fungo Botrytis cinerea. O isdmero com configuracdo 4R apresentou maior
atividade antifangica (Clso = 27,7 + 3,8 pg/mL) em comparacgdo ao epimero 4S (Clso =
100 pg/mL). Estudos in silico sugeriram que essa diferenca esta associada a maior
afinidade do epimero 4R pelo Citocromo b do fungo, reforcando a relevancia de
interacdes estereoespecificas com alvos moleculares.

De modo semelhante, Merita et al. (2013) destacaram que alteragdes na
estereoquimica de sesquiterpenos, como poligodial, isopoligodial, drimenol e
confertifolina, impactam significativamente sua eficacia antifangica. Estudos
conformacionais e anélises eletrénicas demonstraram que a inversao da configuracdo em
centros quirais especificos altera 0 modo de interacdo desses compostos com seus alvos
biol6gicos.

As propriedades farmacocinéticas dos sesterpenos isolados neste trabalho foram
investigadas por meio de predi¢cdes in silico utilizando o servidor SwissADME. Os
resultados indicaram que ambos os compostos atendem plenamente aos critérios da Regra
dos Cinco de Lipinski, sugerindo bom potencial de biodisponibilidade por via oral, de
modo semelhante ao observado para os flavonoides isolados neste estudo (Figura 44).

Embora os sesterpenos atendam integralmente aos cinco critérios da lead-likeness,
observou-se que dois parametros se encontraram fora da faixa ideal: Massa molar superior
a 350 Da e log P (XLOGP3) acima de 3,5, 0 que indica um leve desvio em relacdo as
propriedades farmacocinéticas tipicas de farmacos-orais bem-sucedidos. Contudo, esses
achados s@o apenas estimativas preliminares e ndo eliminam o potencial desses

compostos como leads promissores na descoberta de novos medicamentos.
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E importante ressaltar que ferramentas in silico como SwisSADME s&o
ferramentas auxiliares, fornecendo filtragens iniciais de ADME/Tox, mas nédo definem a
viabilidade clinica— essa depende de testes in vitro, in vivo e ensaios clinicos. Além disso,
ha diversos medicamentos aprovados no mercado que ndo atendem completamente aos
critérios de drug-likeness dessas plataformas. Por exemplo, f&rmacos como atorvastatina
(peso molecular ~558, log P ~ 5,7), ciclosporina (~1202 Da) e vancomicina (~1449 Da)
violam multiplas regras, mas possuem eficacia clinica comprovada (Sthephens, et al.,
2018).

Adicionalmente, foi identificado um alerta estrutural pelo filtro de Brenk, associado
a presenca de um grupo p-ceto anidrido, o que pode indicar um risco potencial de
reatividade quimica ou toxicidade, dependendo da via metabolica em que a molécula
estiver envolvida. A analise também evidenciou que esses compostos apresentam baixa
solubilidade aquosa, resultado condizente com a natureza apolar e pouco funcionalizada
do esqueleto carbdnico tipico dos sesterpenos.

Diante desses fatores, acredita-se que, por meio de futuras estratégias de
otimizacdo, como modificacBes estruturais ou a sintese de novos protétipos, esses

compostos poderdo apresentar melhorias em suas propriedades farmacocinéticas,

ampliando seu potencial como candidatos a farmacos.
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Pharmacokinetics

Gl absorption High

BBB permeant Yes
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CYP1A2 inhibitor No
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Figura 44: Perfil farmacocinético previsto para a (4S)-Ficifolidiona e (4R)-
Ficifolidiona, respectivamente, obtidas com o servidor SwissADME.

3.3.5. Investigacao da Origem Botanica dos Metabolitos Identificados

Conforme discutido anteriormente neste trabalho, a geoprépolis ainda carece de
informacdes cientificas mais aprofundadas, tanto no que se refere as suas propriedades
bioldgicas quanto a identificacdo dos constituintes quimicos responsaveis por essas
atividades, bem como a origem botanica das resinas coletadas pelas abelhas sem ferrdo.
Considerando a elevada diversidade de espécies de abelhas meliponineas no territério
brasileiro, aliada a ampla variedade de espécies vegetais nativas potencialmente utilizadas
como fonte de resina, torna-se particularmente desafiador estabelecer com preciséo quais
plantas sdo efetivamente visitadas por essas abelhas. Até o momento, ndo ha relatos
conclusivos que estabelecam de forma inequivoca essa relacdo (Sousa et al., 2019).

Cabe ressaltar que todos os compostos isolados no presente estudo estdo sendo
reportados pela primeira vez em geoprépolis brasileira. Entretanto, esses mesmos
metabolitos ja haviam sido previamente descritos em resinas dos frutos de Corymbia
torelliana, incorporadas a propolis australiana produzida pela abelha sem ferréo
Tetragonula carbonaria, conforme relatado por Massaro e colaboradores (2014, 2015).
Nesse contexto, torna-se evidente a semelhanca entre os perfis quimicos da geoprdpolis

produzida por M. mondury no Brasil e da propolis da abelha australiana T. carbonaria.



87

Essa coincidéncia sugere que, mesmo em continentes distintos, essas abelhas podem
explorar resinas vegetais com perfis quimicos comparaveis, seja por convergéncia
bioguimica entre floras distintas ou pela exploragdo de espécies pertencentes a familias
botanicas semelhantes, como a Myrtaceae (Massaro et al., 2014).

Além disso, os metabdlitos identificados neste estudo ja foram isolados de
diversas fontes vegetais, incluindo Eucalyptus ficifolia (Corymbia ficifolia), Kunzea
ericoides, Pinus strobus, Eucalyptus torelliana, Agonis spatulata, Campomanesia
adamantium, Syzygium aqueum e Eugenia mattosii, sendo a maioria dessas espécies
pertencente a familia Myrtaceae (Tabela 17).

Entretanto, a busca na literatura e em bases de dados floristicos indica que
nenhuma dessas espécies possui ocorréncia registrada no Parque Natural Municipal
Bosque da Barra, local onde a geoprépolis analisada neste estudo foi coletada, sendo a
maioria considerada exdtica ou originaria de outros biomas brasileiros (Tabela 17). A
auséncia dessas espécies na flora local sugere que outras plantas da familia Myrtaceae,
presentes na regido, possam ser capazes de biossintetizar metabdlitos estruturalmente
idénticos ou analogos aos aqui isolados.

Com o objetivo de aprofundar essa analise, foi realizada uma consulta ao sistema
SpeciesLink, uma rede que retine dados de herbarios e cole¢des botanicas de todo o Brasil,
visando identificar a ocorréncia de espécies da familia Myrtaceae na regido do Bosque da
Barra da Tijuca. Foram obtidos 137 registros, incluindo espécies como Eucalyptus
robusta, Eugenia disperma, Myrcia bicolor e Myrcia brasiliensis, entre outras. Alguns
autores sugerem que a presenca de flavonoides C-metilados pode representar uma
caracteristica quimica recorrente da familia Myrtaceae. Essa observacgdo foi inicialmente
reportada por Courtney et al. (1983), ao descreverem a ocorréncia de eucaliptina e 8-
desmetil-eucaliptina nos revestimentos de cera foliar de diversas espécies de Eucalyptus,
bem como em Syncarpia glomulifera, Lophostemon confertus e em um hibrido de
Angophora. Esse padrdo quimico foi posteriormente corroborado por estudos mais
recentes (Massaro et al., 2014; Fehlberg et al., 2023).

Adicionalmente, ndo se pode descartar a possivel influéncia de enzimas presentes
na saliva das proprias abelhas na modificacdo estrutural ou mesmo na geracdo de
determinados metabolitos a partir de precursores vegetais. A escassez de dados
disponiveis na literatura reforca a importancia de estudos exploratorios voltados a
identificacdo de metabdlitos bioativos em geopropolis e & correlacdo desses compostos

com a flora circundante.
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Tabela 17: Espécies florais com ocorréncia de flavanonas C-metiladas e/ou ficifolidiona.

Espécies Origem Referéncia
Corymbia torelliana Austrélia Senadeera, et al., 2018
Eucalyptus ficifolia Austrélia Nishiwaki, et al., 2014
Kunzea ericoides Australia Nishiwaki, et al., 2014
Agonis spatulata Austrélia Cannon & martin, 1977
Pinus strobus América do Norte Schroder, et al., 1998
Syzygium aqueum Sudeste Asiatico Insanu, et al., 2020
Pinus dalatensis Sudeste Asiatico Sa, et al., 2019
Pinus krempfii Sudeste Asiatico Sa, etal., 2019
Campomanesia adamantium Brasil (Cerrado) Pavan, et al., 2009
Eugenia mattosii Brasil (Sudeste/Sul) Vechi, et al., 2018

Goodger e colaboradores (2019) relataram que espécies do subgénero Eucalyptus
apresentam elevados teores de pinocembrina, além de indicarem que algumas espécies
sdo capazes de acumular quantidades expressivas de metabolitos O- e C-metilados. De
forma complementar, Liu et al. (2016) demonstraram que plantas da familia Myrtaceae
sdo particularmente ricas em acilfloroglucinois, uma classe de compostos estruturalmente
diversa e biologicamente ativa. Entre esses metabdlitos destacam-se os meroterpenoides,
compostos hibridos formados pela combinacdo de unidades derivadas da via biossintética
dos terpenos com por¢des oriundas de outras rotas, como a dos policetideos. Um exemplo
relevante sdo os epimeros 4S- e 4R-ficifolidiona, isolados na fragdo hexanica deste estudo,
0s quais também foram previamente identificados nas folhas de Rhodomyrtus tomentosa
(Myrtaceae) por Liu et al. (2016), reforcando o potencial dessa familia botanica como
fonte de meroterpenoides estruturalmente complexos.

Estudos adicionais indicam que o estado do Rio de Janeiro se destaca como um
dos polos de reflorestamento com espécies do género Eucalyptus, tanto para fins
comerciais quanto para projetos de paisagismo urbano (Amorin et al., 2012; Embrapa,
2022) (Figura 45). Ademais, a escassez de madeiras nativas com elevada resisténcia
natural no Brasil tem favorecido o uso de espécies exoticas de rapido crescimento,
especialmente aquelas pertencentes ao género Eucalyptus, como Corymbia citriodora,

amplamente cultivada e nativa da Australia (Baldin et al., 2022).
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Diante desse cenario, uma hipotese adicional plausivel € que as abelhas sem ferrdo
possam visitar, de forma fortuita ou preferencial, espécies vegetais localizadas em &reas
adjacentes as regides onde se encontram suas colmeias. Tal comportamento poderia
justificar a presenca, na geopropolis analisada, de metabdlitos caracteristicos de plantas

que ndo ocorrem diretamente no entorno imediato do local de coleta.
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Figura 45: Mapa com a localizagdo geogréafica dos 106 levantamentos de regeneracao
de espécies florestais nativas no sub-bosque de eucalipto e pinus (Fonte: Embrapa
Territorial).

3.3.6. Identificacdo por LC-HRMSMS de outros metabdlitos presentes na
geopraépolis de M. mondury

As substancias presentes na geopropolis tém despertado crescente interesse da
comunidade cientifica, uma vez que essa resina constitui uma promissora fonte de
compostos bioativos. No entanto, observa-se uma demanda crescente por métodos
analiticos capazes de caracterizar esses constituintes quimicos de forma rapida e eficiente,
sem a necessidade de isolamento prévio e elucidacéo estrutural completa, procedimentos
frequentemente onerosos e dependentes de grandes quantidades de amostra (Turco et al.,
2023; Da Paz et al., 2025).

Nesse contexto, técnicas analiticas hifenadas, como CLAE-DAD, LC-MS, LC-
MS/MS e GC-MS/MS, tém sido amplamente empregadas na analise de produtos naturais,
especialmente para a obtencdo do perfil quimico (fingerprint) de matrizes complexas,
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como a geoproépolis. Entre essas abordagens, a combinacgdo da cromatografia liquida com
a espectrometria de massas (LC-MS ou LC-MS/MS) destaca-se como a técnica mais
utilizada, devido a sua elevada sensibilidade, seletividade e ampla aplicabilidade a
compostos de diferentes polaridades e massas molares.

Diferentemente da cromatografia gasosa (GC), cuja aplicacdo é limitada a
substancias volateis e termicamente estaveis, a LC-MS/MS permite a analise de
metabdlitos menos volateis e estruturalmente mais complexos, caracteristicos de matrizes
resinosas. Nesse cenario, a espectrometria de massas por tempo de voo (TOF-MS)
apresenta vantagens adicionais, como alta resolucdo e elevada precisdo de massa,
tornando-se particularmente adequada para estudos de carater qualitativo e para a
identificacdo de metabdlitos naturais (Wang et al., 2011).

No presente trabalho, o extrato etandlico da geoprépolis (EEGP) foi submetido a
analise por LC-HRMS/MS com o objetivo de identificar compostos minoritarios
presentes na matriz de geoprdpolis de M. mondury. A andlise dos ions fragmentarios em
MS/MS, aliada a comparacao com padrdes de fragmentagdo descritos na literatura e com
dados disponiveis em bases especializadas, permitiu a caracterizacdo do perfil quimico
do extrato, evidenciando a presenca de flavonoides, acidos fenolicos e terpenos. A
identificacdo dos metabolitos foi realizada com base na determinacdo da massa exata
(erro inferior a 5 ppm), na analise dos ions fragmentarios caracteristicos e na comparagado
com dados previamente reportados, conforme apresentado na Tabela 18. As estruturas
quimicas de alguns dos compostos identificados por LC-HRMS/MS na matriz de

geopropolis de M. mondury séo apresentadas na Figura 46.



91

Tabela 18: Perfil quimico do EEGP analisado por LC-HRMS/MS com ESI (-).

COMPOSTOS  simetANEIAS Mol eaOrAR  ESPECIE  miz[M-HT MS/MS IDENTIFICAGAO
I Estrobobankisina C16H140s5 [M-H]- 285,0760 249, 231, 116;59 145, 139, Schroder, et al., 1998
I Canferida C16H1206 [M-H]- 299,0548 Nd* Da paz, et al., 2025
i Estrobocrisina C16H1204 [M-H]- 267,0660 231, 187, 170, 143 Schroder, et al., 1998
v Pinocembrina Ci15H1204 [M-H]- 255,0655 213, 169, 151, 134,107 Comprovado por Padréo
\/ Acido Fertlico C10H1004 [M-H]- 193,0504 Nd* Comprovado por Padrdo
Vi Acido Cafeico CoHsO4 [M-H]- 179,0348 Nd* Comprovado por Padrao
Vil Vanilina CsHsO3 [M-H]- 151,0395 Nd* Comprovado por Padrdo
VI Acido Caurendico C20H3002 [M-H]- 301,2171 Nd* Comprovado por Padrdo

Acido cupréssico ou N
IX Isocupressico Ca0H3203 [M-H]- 319,2266 Nd Da paz, et al., 2025

* Nd: Néo detectado em MS/MS por ndo estar entre 0s 10 ions mais abundantes por ciclo (ciclo de ions precursores configurado para 10).
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A analise por LC-HRMS/MS permitiu a identificacdo de nove substancias
distintas na geopropolis de M. mondury proveniente do estado do Rio de Janeiro, além
dos compostos previamente isolados por técnicas cromatograficas classicas, 0s quais nao
foram incluidos na Tabela 18. Dentre os metabdlitos identificados, algumas substancias
tiveram sua identidade confirmada por meio da injecdo de padrdes analiticos auténticos,

correspondendo aos compostos 1V, V, VI, VIl e VIII.

OH O

Estrobobankisina .. ; ;
Estrobocrisina Pinocembrina

o OH

! HO N 7 OH

; OH

5 -
| HO | 0

: coon Acido Cupréssico  ©

Acido Cafeico

Figura 46: Estruturas quimicas de algumas substancias identificadas na geopropolis
de M. mondury.

Entre os compostos identificados sem o uso de padrdes de referéncia, destacam-
se os flavonoides C-metilados estrobobankisina (3,5, 7-triidroxi-6-metil-2-fenilcroman-4-
ona) e estrobocrisina (5,7-diidroxi-6-metil-2-fenilcroman-4-ona). Até o presente
momento, ndo ha relatos na literatura de dados de fragmentacdo por LC-MS/MS para
esses flavonoides C-metilados. No entanto, conforme descrito por Schroder et al. (1998),
essas substancias integram a rota biossintética das metilflavanonas (2S)-estrobopinina e
(2S)-criptostrobina, ambas isoladas no presente estudo. Dessa forma, estrobobankisina e
estrobocrisina configuram-se como candidatos plausiveis as formulas moleculares
observadas na anélise de alta resolucéo.

O composto VIII, correspondente ao acido caurendico, ndo apresentou ions
produto na anélise de MS/MS, uma vez que 0 ion precursor ndo se encontrava entre 0s
dez mais abundantes selecionados automaticamente por ciclo de aquisi¢cdo. Ainda assim,
foi observada elevada similaridade entre o ion precursor detectado e aquele reportado na

literatura por Gabriel et al. (2021) (ESI" = m/z 301,2167). Entretanto, esse composto ja
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havia sido isolado e caracterizado em estudos anteriores conduzidos por nosso grupo de
pesquisa, sendo identificado na geoprépolis da abelha sem ferrdo Melipona
quadrifasciata anthidioides. Dessa forma, 0o composto previamente caracterizado foi
utilizado como padrao de referéncia para a confirmacao estrutural no presente estudo (Dos
Santos, 2024). Esta é a primeira vez em que sua presenca € confirmada na geoprépolis de
M. mondury.

Vale detacar que, ndo foi possivel determinar com precisdo a presenca dos
diterpenos acido cupréssico ou isocupréssico no EEGP. Esses compostos sao isbmeros de
posicao, compartilham o mesmo ion precursor e, na auséncia de dados de fragmentacao
em MS/MS, ndo puderam ser distinguidos de maneira inequivoca. Esse fato evidencia a
necessidade de ajustes metodoldgicos futuros, como a inclusao de listas de exclusdo ou
aquisicdo direcionada (targeted MS/MS). E importante, e por isso vale destacar que,
ambos compostos ja foram anteriormente identificados na geoprépolis de M.
quadrifasciata anthidioides coletada em Prudent6polis (Parand), conforme descrito por
Cardozo e colaboradores (2015), bem como na geoprépolis de M. mondury proveniente
de Guapimirim (RJ), segundo Da Paz e colaboradores (2025). Esses dados reforcam a
recorréncia de diterpenos do tipo caurano e labdano em geopropolis produzidas por

espécies do género Melipona.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1. Amostragem e preparo dos extratos de Geoproépolis

As amostras de geopropolis de M. mondury foram obtidas diretamente de
meliponicultores do Bosque da Barra da Tijuca (RJ) em marco de 2016. As amostras
foram congeladas, pulverizadas em liquidificador semi-industrial, e posteriormente
armazenadas em frascos fechados e mantidas no freezer até 0 momento das analises.

A amostra pulverizada de geopropolis (20 g) foi submetida a trés extragcdes consecutivas
com 150 mL de alcool de cereais, em banho ultrassénico (UltraCleaner 1600, poténcia 40
kHz) a temperatura ambiente, por 2 horas. Os extratos alcoolicos obtidos foram
combinados, filtrados a vacuo e concentrados em evaporador rotativo a 45 °C, resultando
no extrato etandlico de geoprépolis (EEGP). O EEGP (950 mg) foi entdo solubilizado
em uma mistura metanol: &gua (7:3 v/v) com auxilio de banho ultrassénico e, em seguida,
submetido a parti¢Bes sucessivas com hexano (5 x 60 mL) e diclorometano (5 x 60 mL).
As fracOes obtidas foram secas com sulfato de sodio anidro (Na:SO.), filtradas e

concentradas sob presséo reduzida: Fr-HEX, Fr-DCM e Fr-MeOH: H-O (Figura 47).
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Figura 47: Esquema do fracionamento da geopropolis: Desde a amostra in natura até
as fracoes obtidas (Criado com BioRender.com).
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4.2. Analise por Cromatografia em Camada Delgada Analitica (CCDA)

Para realizacdo das anélises por CCDA foram utilizadas cromatofolhas de silica gel
60 F-254 Merck e espessura de 0,2 mm. Varios sistemas de eluicdo foram testados
visando a melhor separacdo dos constituintes quimicos, o que resultou numa mistura
terndria composta por Hexano: Cloroférmio: Acetona (15:4:1 v/v/v), para fragdo de
diclorometano e, Hexano: éter 15% com algumas gotas de acido acético, para a fracéo de
hexano. A visualizacdo das manchas foi realizada por exposicao a luz ultravioleta (UV)
nos comprimentos de onda 254 nm e 365 nm, e utilizando o revelador quimico vanilina

sulfurica seguida de aquecimento.

4.3. Anélise por Cromatografia Liquida de Alta eficiéncia com detector de arranjo
de diodos (CLAE-DAD)

O perfil cromatografico dos extratos, fracGes e substancias isoladas foi realizado
por CLAE-DAD. Estes foram diluidos em acetonitrila ou metanol, filtrados em
membrana de 0,45 um (Syringe Filter, PVDF) e injetados diretamente no sistema. As
analises qualitativas foram realizadas utilizando o sistema da Shimadzu com coluna de
fase reversa C18 (250 mm x 4,6 mm, 5 pm de particula, Betasil-Thermo, Waltham, MA,
USA), mantida a 40 °C. A fase movel utilizada foi 4gua: &cido acético (1%) (solvente A)
e metanol com acido acético 1% (solvente B), fluxo constante de ImL.min! e volume de
injecdo de 20 pL. O gradiente iniciou com 35% de B variando até 80% de B em 20
minutos, 85% de B em 25 minutos, 90% de B em 30 minutos, 95% de B em 32 minutos,
100% de B em 40, retornando a 35% B em 50 minutos. As substancias foram analisadas
na regido ultravioleta de 200 a 400 nm obtidos por meio do detector de arranjo de diodos,
utilizando o Programa LC Solution (Versdo 1.24, Shimadzu, Kyoto, Jap&o).

4.4. Andlise por LC-HRMS/MS

As andlises dos extratos de geopropolis foram realizadas utilizando um
espectrometro de massas Agilent 6530 QTOF (Agilent, Santa Clara, CA, EUA), acoplado
a um sistema de cromatografia liquida Agilent 1290 Infinity 1l. A separacdo
cromatografica dos compostos foi realizada em uma coluna C18 (50 mm x 2,1 mm x 1,8
pum; Zorbax Extend, Agilent, CA, EUA). A fase movel foi composta por agua contendo
0,1% de &cido formico e 5 mM de formiato de aménio (solvente A) e solucdo de metanol
com 0,1% de acido formico e 5 mM de formiato de aménio (solvente B), bombeada a

uma vazdo de 0,35 mL-min!. O programa de gradiente iniciou com 35% de B por 1
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minuto, seguido por 35-80% de B (1-20 min), 80-85% de B (2025 min), 85-90% de B
(25-30 min), 90-95% de B (30-35 min), 95-100% de B (35-38 min), mantendo-se em
100% de B por 7 minutos, seguido por um reequilibrio da coluna por 5 minutos. As
amostras (10 pL) foram analisadas a 40 °C, com detec¢do em PDA nos comprimentos de
onda de 254 e 360 nm. O experimento de espectrometria de massas foi conduzido com
ionizag&o por electrospray (ESI) operando no modo negativo. A varredura foi realizada
no intervalo de 100 a 1000 m/z, sob as seguintes condi¢fes operacionais: fluxo de gas
(N2) de 10 L-min™!, temperatura do gas de 300 °C, pressdo do nebulizador de 38 psi,
voltagem da capilar de 3,5 kV, voltagem do fragmentador de 120 V, e voltagem da agulha
de 1000 V. Posteriormente, um experimento de MS/MS foi realizado com 0s seguintes
parametros: taxa de aquisicdo de espectros MS de 4 espectros/s, 10 ions precursores por
ciclo, tolerancia de erro de 5 ppm e energias de colisdo definidas em 10, 20, 40 e 60 V.
Os compostos conhecidos presentes na geopropolis foram identificados por comparacao
com padrdes auténticos, com base nos tR, espectros UV e espectros de massa. Os
compostos desconhecidos foram caracterizados por meio da analise dos ions produto

(MS/MS) e comparacdo dos espectros UV com registros da literatura.

4.5. Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM)

As analises de CG-EM foram realizadas em um cromatografo a gas (modelo GC-
17A) acoplado a espectrdometro de massas QP2010 Plus da Shimadzu (Kyoto, Japdo). As
analises foram realizadas em coluna capilar de silica fundida HP-5 (5% difenil — 95%
dimetilpolisiloxano, 30 m x 0,25 mm de diametro interno x 0,25 um de espessura de
filme, Agilent, CA, EUA), no modo com divisdo de fluxo (1:30), e gas de arraste hélio
com vazdo de 1 mL.min. O espectrometro de massas foi operado com detector de
impacto de elétrons com energia de 70 eV, temperatura de interface em 310 °C, linha de
transferéncia a 290 °C e temperatura da fonte de ionizacdo a 250 °C. A andlise se deu
com temperatura do forno em 150 °C mantidos por 1 minuto, seguida de taxa de
aquecimento de 10 °C por minuto até 290 °C, mantidos por 20 minutos. Os fragmentos

de massa foram detectados com varredura de 40 a 600 u.m.a no modo scan.

4.6. Processos Cromatograficos e Espectroscopicos

A fracéo de diclorometano (328 mg) foi submetida a cromatografia liquida a vacuo
(CLV), na forma de pastilha, utilizando silica gel para TLC (Tamanho de poro 60 A, 63—

200 um, Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, SP, Brasil) (m =40 g) como fase estacionéria. A fase
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movel consistiu em uma sequéncia de solventes: hexano, hexano: cloroférmio (1:1, v/v),
cloroférmio puro e, por fim, cloroférmio: acetona (1%). As fracbes eluidas foram
coletadas individualmente em erlenmeyers, agrupadas posteriormente com base nas
semelhancas observadas por cromatografia em camada delgada analitica (CCDA) em
silica gel, e concentradas em rotaevaporador.

A fracdo de hexano (476 mg) também foi submetida & CLV na forma de pastilha,
utilizando silica gel para TLC (m = 40 g) como fase estacionaria. A fase moével foi
composta inicialmente por hexano puro, seguido de uma mistura de hexano e éter etilico
com aumento gradual de polaridade. Para promover a purificacdo adicional de uma das
subfracbes obtidas, foram empregados dois métodos cromatograficos complementares:
(i) cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP) comercial (Silicycle, Quebec,
Canada), utilizando como fase mdvel hexano: éter etilico a 8% (100 mL) com adicdo de
10 gotas de acido acético a cuba cromatografica; e (ii) cromatografia em coluna de
exclusédo molecular com Sephadex LH-20 (Sigma-Aldrich) (m = 20 g), empregando uma
mistura de hexano: acetato de etila (10%) como fase movel.

As rotacdes Opticas especificas foram medidas em um polarimetro Jasco P2000
(JASCO Corporation, Toquio, Japdo), utilizando uma célula de 10 dm, a temperatura
ambiente. As amostras foram preparadas em solugdo de metanol de grau espectroscépico,
para as flavanonas, e diclorometano de grau espectroscOpico para 0s sesterpenos, € 0s
valores de rotacdo dptica obtidos foram comparados com dados da literatura. Os espectros
de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (*H NMR) e de Carbono-13 (**C
NMR) foram obtidos em um espectrébmetro Bruker Ultrashield Plus (Alemanha),
operando a 11,75 Tesla (500 MHz para os nicleos de *H e 125 MHz para os de *C), e
processados utilizando o Programa Mestrenova (versdo 14.2.0-26256). As amostras
foram solubilizadas em cloroféormio deuterado (CDCl), utilizando tetrametilsilano
(TMS) como padrdo interno. Os deslocamentos quimicos foram expressos em partes por

milhdo (ppm) (8) e as constantes de acoplamento (J) foram registradas em Hertz (Hz).

4.7. Avaliagdo do teor em Fenois Totais (TP)

A determinacéo do teor total de fendlicos seguiu o protocolo descrito por Sousa et
al. (2019). Os extratos de geoprépolis (EEGP e as fracdes) foram solubilizados em
metanol de grau espectroscopico (5,00 mg.mL ™). Uma aliquota de 50 puL das solugdes
foi misturada com 2,5 mL de uma solucdo (1:10) do reagente de Folin-Ciocalteu e 2,0

mL de uma solucdo recém-preparada de Na-COs a 4%. A mistura reacional foi incubada
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por 5 minutos a 50 °C, e a absorbancia foi medida a 760 nm contra um branco (agua Milli-
Q) em espectrémetro Bel Photonics (Osaka, Japao). A curva analitica foi construida com
seis niveis de concentracdo, utilizando solugdes padrdo de &cido galico (Vetec Quimica
Fina Ltda., 99%, Duque de Caxias, RJ, Brasil) em metanol, em concentracGes entre 25 e
1000 pg.mL™" (12 =0,999). O teor total de fendlicos foi expresso em mg Eac.100 mg™, e
todas as anélises foram realizadas em triplicata (Figura 48).

COOH co
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Figura 48: Esquema Reacional da determinacao do teor de compostos fendlicos.

4.8. Avaliacdo do teor em Flavonoides Totais (TF)

Em um baldo volumétrico de 10,00 mL, uma aliquota de 400 pL dos extratos de
geopropolis (EEGP e as fragfes) (5,00 mg.mL™) foi misturada com 200 puL de uma
solug¢@o metanolica de AlCls (2% p/v, Spectrum, Brasil). Apds completar o volume com
metanol de grau espectroscdpico, as misturas foram incubadas a temperatura ambiente
por 30 minutos, e as leituras foram realizadas a 425 nm contra um branco (metanol de
grau espectroscopico) (Sousa, et al., 2019). A curva analitica foi construida com seis
niveis de concentracao, utilizando solugdes padrdo de quercetina (Sigma-Aldrich, 98%,
St. Louis, MO, EUA) em metanol, em concentragdes entre 1 ¢ 50 pg.mL™! (12 = 0,999).
O teor total de flavonoides foi expresso em mg Eq.100 mg™! de extrato, e as analises foram

realizadas em triplicata (Figura 49).
Cl

Figura 49: Exemplo de esquema reacional de determinacdo do teor de flavonoides totais.
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4.9. Avaliacdo da capacidade antioxidante por captura de radicais DPPH

A capacidade antirradicalar foi determinada pelo método espectrofotométrico, por
meio da reacdo entre o DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) e os antioxidantes presentes
nos extratos de geopropolis, evidenciada pela coloracdo amarela da solucdo apds a
redu¢do do radical DPPHe (Brand-Williams, 1995). Uma aliquota de 71 pL dos extratos
(50 - 300 ug.mL™") foi misturada com 29 uL de uma solug¢do recém-preparada de DPPH
(0,3 mmol.L") (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) em metanol de grau
espectroscopico. As misturas foram incubadas a temperatura ambiente, protegidas da luz,
por 30 minutos, apos o que as leituras de absorbancia foram realizadas a 520 nm,
utilizando um leitor de microplacas ELISA 680 (Bio-Rad, Brasil). A capacidade
antirradicalar foi expressa em CEso (ug.mL™), que corresponde & concentracdo da
amostra necessaria para reduzir em 50% a absorbancia inicial do radical DPPH (Figura
50). O CEso foi calculado a partir de uma regressdo linear utilizando os dados

colorimétricos obtidos a partir da seguinte equacao:

AAY = 100 — "DSA—ADSB 00
= AbsC

Onde AbsA representa a absorbancia da amostra na presenca da solucéo de radical DPPH,
AbsB corresponde a absorbancia do branco para cada ensaio e AbsC representa o controle

negativo do ensaio.

Figura 50: Exemplo de mecanismo de reacéo da capacidade antioxidante através da
eliminacdo do radical DPPH.

4.10. Determinacéo da Concentracdo Minima Inibitoria (CIM)

Este ensaio foi realizado no Instituto de Veterinaria, Departamento de
Microbiologia e Imunologia Veterinaria, sob supervisdo da professora Doutora Aguida
Aparecida de Oliveira, utilizando o método de microdiluicdo em caldo, seguindo 0s
protocolos M38-A2 (CLSI, 2008a) e M27-A3 (CLSI, 2008b) propostos pelo Clinical and
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Laboratory Standards Institute (CLSI), com modificacdes para produtos naturais. As
analises foram conduzidas em placas de microtitulacdo de 96 pocos, com fundo em
formato de U. O meio de cultura utilizado foi o Roswell Park Memorial Institute (RPMI)
- 1640, suplementado com L-glutamina, isento de bicarbonato de sodio e contendo
vermelho de fenol como indicador de pH (Sigma). O meio RPMI 1640 foi adquirido em
pé e preparado conforme as recomendac¢Ges do manual do CLSI. A esterilizacdo foi
realizada por filtracdo em membranas de 0,22 um sob presséo positiva, e 0 meio foi
armazenado a -8 °C até sua utilizagéo.

As solucdes estoque do extrato e do antifungico controle (itraconazol) foram
preparadas utilizando dimetilsulfoxido (DMSO) (Merck, Darmstadt, HE, Alemanha)
como diluente. Para auxiliar na solubilizacdo das substéancias no meio de cultura,
adicionou-se Tween 80 aos extratos. As dilui¢des seriadas foram preparadas utilizando o
meio RPMI 1640 como base, de forma que as concentracfes dos extratos testados
variaram a partir de 1125 pg/mL, e as concentragdes do itraconazol variaram de 16 pg/mL
até 0,0125 pg/mL.

Para obtencdo dos fungos, os isolados foram cultivados em Agar Sabouraud
Dextrose (SDA) (KASVI, Sao José dos Pinhais, PR, Brasil) e incubados em estufa com
circulacdo de ar a 28 °C por 7 dias. A suspensdo contendo conidios e fragmentos de hifas
foi transferida para tubo de ensaio estéril contendo solucdo salina. Ap6s decantacao
suave, 0 sobrenadante contendo conidios foi transferido para outro tubo estéril e
homogeneizado em vortex por 15 segundos. A suspensao resultante foi utilizada para
inocular os pocos da placa, apos ajuste conforme a escala de McFarland (padrdo 2). As
placas foram incubadas em estufa a 37 °C, e as leituras foram realizadas ap6s 48 horas.
Foram utilizados uma cepa clinica de Sporothrix brasiliensis (SisGen ADE44FF),
devidamente registrada no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimdnio Genético e do
Conhecimento Tradicional Associado (SisGen), e uma cepa padrdo de Candida albicans
(INCQS 90028). A concentragdo inibitoria minima (CIM) foi determinada visualmente
(com auxilio de lupa), definida como a menor concentracdo capaz de inibir o crescimento
fangico. Para interpretacdo dos resultados, comparou-se 0 crescimento de cada po¢o com
os controles: Controle positivo (indculo) e controle de esterilidade do meio. Todos 0s

experimentos foram realizados em duplicata, em dois experimentos independentes.
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4.11. Bioensaio de Citotoxicidade

O ensaio de avaliagdo da atividade citotoxica foi realizado no Laboratério de
Alelopatia da Universidad de Céadiz, sob a supervisdo da professora Nuria Chinchilla
Salcedo. As analises foram conduzidas utilizando células de carcinoma cervical (HeLa),
armazenadas previamente em criopreservacao em nitrogénio liquido. Para o experimento,
empregou-se o kit de citotoxicidade celular ab112118 (Abcam Limited, Reino Unido).
Apo6s o descongelamento, as células foram semeadas em microplacas contendo meio
completo DMEM e incubadas a 37 °C, sob uma atmosfera de 5 % de CO-. Todos os
procedimentos foram realizados em condicGes assépticas dentro de uma capela de fluxo
laminar TELSTAR Bio-II-A. Os compostos a serem avaliados foram dissolvidos em
DMSO a 0,1%, atingindo uma concentracdo final de 100 M, para as substancias puras,
e 100 mg/L (ppm) para os extratos. Como controle positivo, utilizou-se o etoposideo, um
agente quimioterapico reconhecido por atuar sobre a topoisomerase, amplamente
utilizado no tratamento de cancer de pulmao, carcinoma testicular e linfomas. Seu uso foi
aprovado na Espanha em 1986 e é comumente administrado em terapias combinadas.

As células foram semeadas na densidade de 1 x 10* células por pogo um dia antes
do inicio do tratamento. Os compostos foram entdo aplicados e incubados por 24 horas.
Células tratadas apenas com DMSO (0,1 %) serviram como controle negativo, enquanto
células tratadas com etoposideo (100 uM em DMSO 0,1 %) constituiram o controle
positivo.

Antes da avaliacdo da viabilidade celular, adicionaram-se 20 uL do reagente do
kit ab112118 a cada poco. Este kit contém um composto patenteado, solivel em agua,
que sofre mudanca de cor quando reduzido pelas células vivas. Apos a incubacdo final, a
absorbancia foi medida nos comprimentos de onda de 570 nm e 605 nm utilizando um
leitor de microplacas. Com os dados obtidos, o percentual de viabilidade celular foi

calculado segundo a férmula abaixo:

% Viabilidade Celular: 100 x —~ amosta = Ro

R controle — RO

Onde Ramostra COrresponde a razdo entre as absorbancias (DOs7o/DOeos) na
presenca do composto a ser testado, dissolvido em DMSO a 0,1%; Rcontrole refere-se a

razdo de absorbancias (DOs70/DOeos) das células tratadas apenas com DMSO a 0,1 %, na
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auséncia do composto; e Ro representa a razo de absorbancias (DOs70/DOsos) do meio

contendo apenas o reagente do kit ab112118 (sem células e sem composto).

4.12. Determinacdo da Atividade Antiparasitaria

Os ensaios de atividade antiparasitaria frente ao T. cruzi foram realizados pelo
doutorando MSc. Afonso Santini Velez no Departamento de Microbiologia e Imunologia
Veterinaria do Instituto de Veterinaria na Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
(Seropeédica, Brasil) sob supervisao da prof. Dra. Débora Decoté-Ricardo (IV, UFRRJ).

Células de mamiferos foram utilizadas para avaliar a citotoxicidade dos compostos
testados. Foram empregadas células LLC-MK2 (ATCC®), cultivadas em meio
Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) suplementado com 5 % de soro fetal
bovino (FBS), incubadas a 37°C em atmosfera com 5% de CO., com passagens
sucessivas a cada 4-5 dias. As células foram dissociadas do monolayer mediante
tratamento com uma solucao contendo 0,25% p/v de tripsina e 0,04% de EDTA.

Para os ensaios de atividade antiparasitaria, foi utilizada a cepa Tulahuen C2C4-LacZ
do parasita T. cruzi, sendo a avaliacdo realizada nas formas amastigotas. Parasitas nas
formas morfoldgicas de amastigotas e tripomastigotas foram cultivados por sucessivas
reinfecc6es em monocamadas de células LLC-MK2, em meio DMEM suplementado com
2 % de FBS, incubadas a 37 °C sob 5 % de CO.. As formas tripomastigotas foram

coletadas do sobrenadante das culturas entre o 5° e o 10° dia apds a infec¢do, sendo

separadas das células ndo aderentes por centrifugacdo diferencial (Buckner, et al., 1996).

4.12.1. Avaliacéo da citotoxicidade contra células LLC-MK2

Em uma placa transparente de 96 pocos, foi adicionada uma suspensao contendo 1 x
10* células LLC-MK2 (ATCC®) em meio DMEM suplementado com 2% de FBS. As
células foram incubadas a 37°C em atmosfera com 5% de CO: por 20 horas, e
posteriormente lavadas com PBS para remoc¢éo das celulas ndo aderentes. As células
aderidas foram entdo tratadas com diluicGes seriadas dos compostos em triplicata,
previamente diluidos em DMEM + 2 % de FBS. Controles sem tratamento, controle de
veiculo (0,2% v/v de DMSQ) e controle em branco (sem adicdo de células) foram
incluidos no experimento. Apos incubacgédo por 120 horas, o sobrenadante foi removido e
o monolayer celular lavado com PBS, seguido pela renovagdo do meio de cultura. Em

seguida, foram adicionados 20 pL de solugéo salina de MTT a 3,0 mM por poco, com
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nova incubacéo por 1,5 hora. Apds esse periodo, 0 sobrenadante foi novamente removido
e os cristais de formazana formados foram dissolvidos mediante adi¢do de 120 pL de
DMSO em cada pogo. A placa foi mantida protegida da luz a 37 °C por mais 1,5 hora

para completa dissolug¢ao dos cristais. Por fim, a absorbancia foi medida a A = 570 nm

utilizando um leitor de microplacas (Buckner, et al., 1996).

4.12.2. Avaliacéo da atividade tripanocida contra formas amastigotas de T. cruzi.

Em uma placa transparente de 96 pocos, foi adicionada uma suspenséo contendo
1 x 10* células LLC-MK2 (ATCC®) em meio DMEM suplementado com 2% de FBS.
As células foram incubadas a 37 °C sob atmosfera com 5% de CO: por 3 horas para
promover a adesdo, e posteriormente lavadas com PBS para remocéo das células ndo
aderentes. Em seguida, uma suspensdo contendo 1,5 x 10° tripomastigotas da cepa
Tulahuen C2C4 LacZ de T. cruzi foi adicionada aos pogos, com nova incubagdo a 37 °C
e 5 % de CO: por 20 horas para o estabelecimento da infecgdo. Os parasitos nao
internalizados foram removidos por trés lavagens sucessivas com PBS, e as células
infectadas foram tratadas com dilui¢bes seriadas dos compostos em triplicata,
previamente diluidos em DMEM + 2% de FBS. Foram incluidos controles sem
tratamento, controle de veiculo (0,2% v/v de DMSO) e controle em branco (sem adicéo
de parasitos). O benznidazol foi utilizado, em diluicdo seriada, como controle positivo.
Ap0s incubacdo por 5 dias (120 horas), foram adicionados 30 pL de uma solugédo de 0,5
mM do substrato clorofenol vermelho-$-galactopiranosideo (CPRG) em PBS, contendo
0,9% v/v de Igepal CA-630. Apos incubacdo por mais 1,5 h, a absorbancia foi medida a

A =570 nm utilizando um leitor de microplacas (Buckner, et al., 1996).

4.13. Modelagem Molecular.

Os estudos em modelagem molecular foram realizados pelo graduando Bruno Sena
de Oliveira, no laboratério de Modelagem Molecular no Instituto de Quimica da UFRRJ,
sob a supervisdo do Professor Carlos Mauricio R. Sant’ Anna.

A definicdo das formas tautomericas mais estaveis e dos estados de protonacgéo das
flavanonas (2S)-estrobopinina e (2S)-criptostrobina em pH 7,4 foi realizada por meio do
plugin pKa/tautbmero do programa MarvinSketch (Chemaxon, 2023). As estruturas
virtuais dos ligantes foram preparadas e tiveram suas energias minimizadas com o método

semiempirico PM6 do programa Spartan'20 (Wavefunction, Inc.) (Stewart, 2007).
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A estrutura cristalografica com resolugdo de 2,75 A da gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase glicolitica (EC 1.2.1.12) de T. cruzi (TcGAPDH), contendo como ligantes
co-cristalizados o acido (3-hidroxi-2-oxo0-4-fosfonoxi-butil)-fosfonico (S70) e NAD", foi
extraida do banco de dados de proteinas (codigo PDB: 1QXS) 34. A docagem das
flavanonas foi realizado com o programa GOLD2023.2.0 (CCDC) no sitio ortostérico da
enzima localizado na cadeia A. Atomos de hidrogénio foram adicionados com o método
padrdo do programa. Sete moléculas de dgua envolvidas na interagdo com o ligante no
sitio ortostérico foram mantidas (H.O: 867, 874, 880, 924, 945, 973 e 975) durante a
docagem.

A funcgéo de pontuacgéo (fitness score) foi selecionada por meio de um estudo de
redocagem em quatro ambientes diferentes, considerando os residuos cataliticos (Cys166
e His194) em formas neutras e ionizadas, e a presenca ou auséncia do cofator NAD".
Apbs a extracdo do ligante, realizou-se a docagem das flavanonas no sitio ativo, utilizando
a funco de pontuacio selecionada (GoldScore) em um raio de 12 A, tendo como centro
o residuo Cys166 para a cavidade de interacdo. As flavanonas foram docadas no modo de
alta flexibilidade do algoritmo genético do programa GOLD. As poses geradas foram
analisadas com o programa Discovery Studio (Dassault Systemes). As melhores solucdes
foram completamente reotimizadas com o método de orbitais moleculares semiempirico
PM?7 disponivel no programa Mopac2016 (Stewart Computational Chemistry), a partir
do qual foi possivel calcular as entalpias de interacdo. Para simular o ambiente aquoso,
utilizou-se 0 modelo continuo COSMO com constante dielétrica apropriada (Klamt, et
al., 1993; Stewart, 2013). A entalpia de interagdo entre o ligante ¢ a enzima (AHint) foi
calculada como a diferenga entre o Anr do complexo enzima-ligante e a soma dos valores
de Anrda enzima e do ligante isolados (Rocha & Sant'Anna, 2019).

O programa GOLD ¢ capaz de realizar a docagem de inibidores ligados
covalentemente, especificando qual &tomo do ligante esta ligado a qual &tomo da proteina.
Esse procedimento de docagem também foi explorado por n6és com as flavanonas. O
programa assume que ha apenas um atomo ligando o ligante a proteina, que, nesse caso,
foi o &tomo de enxofre (S) do residuo de cisteina catalitica da TcGAPDH (Cys166). Para
garantir que a geometria do ligante esteja correta no complexo covalente, o potencial de
flexdo angular (angle-bending potential) do campo de forga Tripos € incorporado a
funcdo de pontuacéo (fitness function).
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O servidor Swiss-ADME foi utilizado para prever os parametros ADME-tox, as
propriedades farmacocinéticas e as caracteristicas de similaridade a farmacos das
flavanonas e dos sesterpenos isolados (Daina et al., 2017).
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5. CONCLUSOES

Este estudo demonstrou que a geoprépolis de Melipona mondury constitui uma
matriz natural complexa e ainda pouco explorada, revelando-se uma fonte promissora de
metabdlitos especiais com potencial biologico. A estratégia de fracionamento bioguiado
do extrato etandlico, associada ao uso de técnicas cromatograficas classicas, com
destaque para a CLV, mostrou-se eficiente, simples e de baixo custo para o isolamento
de substancias bioativas a partir dessa matriz.

Como principal contribui¢do inédita, foram isolados e caracterizados, pela
primeira vez em geoprdpolis brasileira, flavanonas C-metiladas e dois sesterpenos
diastereoisoméricos, ampliando o conhecimento quimico sobre a geoprépolis de M.
mondury.

Os compostos isolados apresentaram atividades antifingica e antiparasitaria
moderadas, com diferencas relevantes associadas a estereoquimica e posicdo do
grupamento C-metil, evidenciando que pequenas varia¢fes estruturais influenciam a
bioatividade. A aplicacdo de ferramentas in silico, incluindo predi¢es farmacocinéticas
(SwissADME) e estudos de docagem molecular, complementaram 0s ensaios
experimentais, permitindo avaliar o potencial farmacologico das substancias e
racionalizar diferencas observadas na seletividade bioldgica entre flavanonas
estruturalmente relacionadas.

Adicionalmente, a técnica de LC-HRMS/MS possibilitou a identificacdo de
metabolitos minoritarios no extrato sem a necessidade de isolamento prévio, reforgando
sua relevancia na caracterizacdo quimica de matrizes naturais complexas.

Em conjunto, os resultados obtidos contribuem de forma original para o
entendimento da composicdo quimica, da atividade biolégica e do potencial
farmacoldgico da geoprépolis de M. mondury, estabelecendo bases sélidas para estudos
futuros de otimizacéo estrutural, elucidacdo de mecanismos de acdo e correlagdo com a

origem botanica das resinas.
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CAPITULO 2

Sintese e Avaliacédo Citotoxica de Chalconas e Diidrochalconas C-Metiladas

Inspiradas em Flavanonas da Geopropolis

Os resultados apresentados no Capitulo 1 evidenciaram a geoprépolis de
Melipona mondury como uma matriz natural complexa e rica em metabdlitos bioativos,
com destaque para a presenca de flavanonas C-metiladas, associadas as atividades
antioxidante, antiparasitiria e antiproliferativa observadas. Entretanto, a elevada
complexidade da matriz natural, aliada as limitacdes inerentes a obtencéo de quantidades
suficientes de compostos isolados, impde restricbes a ampliacdo dos ensaios bioldgicos e
ao aprofundamento das relacdes entre estrutura quimica e atividade bioldgica.

Nesse contexto, o Capitulo 2 foi concebido como uma etapa complementar e
integradora, propondo a sintese racional de chalconas e diidrochalconas C-metiladas,
estruturalmente inspiradas nos flavonoides identificados na geopropolis. Essa abordagem
visa expandir a investigacdo das relagdes estrutura—atividade, com énfase na influéncia
da ligacdo a,pB-insaturada e do grupamento C-metil sobre a atividade citotoxica, além de
fornecer subsidios adicionais para a compreensao dos mecanismos envolvidos nos efeitos
bioldgicos observados.

Parte do trabalho de sintese das chalconas foi desenvolvida durante o estagio
PDSE (Programa de Doutorado Sanduiche no Exterior), realizado no periodo de 05
de junho a 27 de novembro de 2024, no laboratorio de Alelopatia em plantas superiores e
microorganismos da Universidade de Cadiz (Puerto Real, Espanha), sob a orientacdo da
Profa. Dra. Nuria Chinchilla Salcedo, contribuindo significativamente para a

consolidacdo da abordagem sintética e analitica adotada neste capitulo.



RESUMO

As chalconas sdo compostos organicos pertencentes a classe dos flavonoides,
caracterizadas pela presenca de dois anéis aromaticos conectados por um sistema a,[3-
insaturado, sendo amplamente reconhecidas por sua versatilidade estrutural e pela
diversidade de atividades bioldgicas que apresentam. Neste capitulo, foram realizados o
planejamento racional, a sintese e a avaliacdo bioldgica de séries de chalconas e
diidrochalconas, com o objetivo de investigar as relagBes entre estrutura quimica e
atividade antiproliferativa, com énfase no potencial anticancer dessas moléculas.

Uma primeira série, composta por quatro chalconas (CHA-1-1V) e suas respectivas
diidrochalconas (DHC-I-1V), foi planejada com base em predicdes in silico. A chalcona
CHA-1 foi obtida comercialmente, enquanto as demais chalconas e todas as
diidrochalconas foram sintetizadas por meio da reacdo de Claisen—Schmidt, seguida da
reducdo da ligacdo dupla, com rendimentos variados. A atividade citotoxica foi avaliada
frente as linhagens de cancer mamario murino (4T1), cancer de colon murino (CT26) e
osteossarcoma humano (U20S).

Os resultados evidenciaram maior atividade antiproliferativa das chalconas em
comparacao as diidrochalconas, especialmente frente a linhagem CT26, na qual a CHA-
I apresentou valor de ICso de 9,24 + 2,09 uM, enquanto a DHC-I apresentou Clso de 95,2
+ 2,3 UM, destacando a importancia do sistema o,-insaturado para a atividade citotdxica.
Observou-se, ainda, que a introducdo de grupos metila nas diidrochalconas contribuiu
positivamente para o0 aumento da atividade. Na linhagem CT26, as diidrochalconas DHC-
Il e DHC-1V, contendo uma e duas metilas adicionais, exibiram valores de Clso de 30,9 e
23,8 UM, respectivamente. De forma semelhante, na linhagem 4T1, a DHC-I apresentou
Clso superior a 200 uM, enquanto todas as diidrochalconas C-metiladas apresentaram
valores de Clso inferiores a 80 pM.

Diante do desempenho superior das chalconas, uma segunda série de compostos foi
planejada visando explorar o efeito da prenilacdo sobre a atividade biol6gica.
Considerando o impacto do aumento da lipofilicidade na interacdo com membranas
celulares e na biodisponibilidade, foram sintetizadas quatro chalconas O-preniladas
inéditas atraves de uma reacdo do tipo Sn2 com brometo de prenila em meio alcalino.
Embora a atividade antiproliferativa desses compostos ndo tenha sido avaliada no
presente estudo, sua obtencdo amplia o escopo estrutural e o potencial farmacolégico das
chalconas investigadas.

Em conjunto, os resultados reforcam o papel das chalconas como arcabougos moleculares
promissores para o desenvolvimento de agentes anticancer e evidenciam a relevancia de
abordagens integradas envolvendo planejamento racional, sintese organica e estudos de
relacdo estrutura—atividade.

Palavras-chave: Chalconas; Atividade citotoxica; Relacédo estrutura—atividade; Atividade
antiproliferativa.



ABSTRACT

Chalcones are organic compounds belonging to the flavonoid class, characterized by the
presence of two aromatic rings connected by an a,B-unsaturated system, and are widely
recognized for their structural versatility and diverse biological activities. In this chapter,
rational design, synthesis, and biological evaluation of series of chalcones and
dihydrochalcones were carried out in order to investigate structure—activity relationships,
with emphasis on the antiproliferative and anticancer potential of these molecules.

A first series consisting of four chalcones (CHA-I-IV) and their corresponding
dihydrochalcones (DHC-1-1V) was designed based on in silico predictions. Chalcone
CHA-1 was commercially obtained, whereas the other chalcones and all dihydrochalcones
were synthesized via the Claisen—Schmidt reaction, followed by reduction of the double
bond, with varied yields. Cytotoxic activity was evaluated against murine breast cancer
(4T1), murine colon cancer (CT26), and human osteosarcoma (U20S) cell lines.

The results demonstrated higher antiproliferative activity for chalcones compared to their
corresponding dihydrochalcones, particularly against the CT26 cell line, in which CHA-
I exhibited an ICso value of 9.24 £+ 2.09 uM, whereas DHC-I showed an ICso 0f 95.2 +2.3
UM, highlighting the importance of the a,B-unsaturated system for cytotoxic activity.
Additionally, the introduction of methyl groups into dihydrochalcones positively
influenced biological activity. In the CT26 cell line, dihydrochalcones DHC-11 and DHC-
IV, bearing one and two additional methyl groups, displayed ICso values of 30.9 and 23.8
MM, respectively. Similarly, in the 4T1 cell line, DHC-I exhibited an ICso value higher
than 200 uM, while all C-methylated dihydrochalcones showed ICso values below 80 uM.
Given the superior performance of chalcones, a second series of compounds was designed
to explore the effect of prenylation on biological activity. Considering the role of
increased lipophilicity in membrane interaction and bioavailability, four novel O-
prenylated chalcones were synthesized via an Sn2 reaction using prenyl bromide under
alkaline conditions. Although their antiproliferative activity was not evaluated in the
present study, their synthesis expands the structural scope and pharmacological potential
of the investigated chalcones.

Overall, these findings reinforce the role of chalcones as promising molecular scaffolds
for the development of anticancer agents and highlight the relevance of integrated
approaches combining rational design, organic synthesis, and structure-activity
relationship studies.

Keywords:  Chalcones;  Cytotoxic  activity;  Structure-activity  relationship;
Antiproliferative activity.
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1. INTRODUCAO

A sintese de compostos organicos desempenha um papel fundamental no processo
de descoberta e desenvolvimento de novos farmacos. Nesse contexto, 0 uso de moléculas
bioativas, derivadas de produtos naturais, como modelos ou prototipos para a criacdo de
anélogos estruturalmente relacionados, tem se mostrado uma estratégia eficaz na busca
por novos agentes terapéuticos (Sangi, 2016). Entre os compostos sintetizados com
potencial aplicacdo biologica, destacam-se as chalconas, amplamente investigadas em
razdo de sua versatilidade estrutural e diversidade de atividades farmacoldgicas.

As diversas atividades bioldgicas atribuidas as chalconas isoladas de fontes
vegetais, tém estimulado o desenvolvimento de novas moléculas sintéticas com potencial
terapéutico. Nesse cenario, diversas rotas tém sido propostas para a obtencdo dessas
estruturas, sendo a mais empregada a condensacdo alddlica cruzada entre cetonas e
aldeidos aromaéticos, sob catalise acida ou basica (Zhuang, et al., 2017).

O perfil farmacologico das chalconas é fortemente influenciado pela presenca,
posicdo, natureza e quantidade de grupos funcionais, como metoxilas, hidroxilas e
prenilas, distribuidos nos aneis aromaticos A e/ou B. Adicionalmente, a introducéo de
atomos de halogénio tem se mostrado eficaz na potencializacdo de suas atividades
bioldgicas (Faria, 2017; Corsini et al., 2020).

Uma modificacdo estrutural particularmente relevante em compostos bioativos ¢ a
introdu¢@o de um tinico grupo metil, fendmeno conhecido como “efeito metil”, “cfeito de
metilagdo” ou até mesmo efeito “metil magico”, capaz de promover alteragdes
significativas na poténcia, seletividade ou perfil farmacocinético das moléculas (Pinheiro
et al., 2023). Em flavonoides O-metilados, esse efeito tem sido amplamente
documentado, resultando em propriedades fisico-quimicas distintas quando comparados
aos seus andlogos ndao metilados. No entanto, em flavonoides C-metilados, essas
diferencas tendem a ser menos pronunciadas, tornando a previsdo do efeito “metil
magico” particularmente desafiadora (Fuchiyama et al., 2025). Ademais, a influéncia do
grupo metila sobre as propriedades bioldgicas de chalconas, também denominadas
flavonoides de cadeia aberta, permanece pouco explorada, configurando uma lacuna
relevante na literatura.

As chalconas apresentam um amplo espectro de atividades bioldgicas, incluindo

acOes anticancer, anti-inflamatéria, antibacteriana, antifungica, antioxidante e
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antiparasitaria, com destaque para efeitos antitripanossoma, antileishmania e
antimaléricos (Faria, 2017; Gomes et al., 2023; Letulle et al., 2024) (Figura 1).

Anticancer
Antifungico

Antioxidante

:> Antibacteriana

Antiparasitaria

Anti-inflamatorio

Figura 1: Estrutura geral (esqueleto de carbono) das chalconas e algumas de suas
funces bioldgicas.

Por outro lado, compostos estruturalmente relacionados as chalconas, mas que
apresentam uma ponte de trés carbonos saturada em substituicdo a ligacdo dupla a,f3-
insaturada, sdo denominados diidrochalconas. Essa diferenca estrutural pode resultar em
propriedades fisico-quimicas e bioldgicas distintas. De fato, as diidrochalconas exibem
diversas atividades farmacologicas, incluindo propriedades antioxidantes, anti-
inflamatorias, antimicrobianas, citotdxicas e antiespasmaodicas, configurando-se como
candidatos promissores para aplicacdes nas areas médica, alimenticia e cosmética
(Riviére, 2016; Wang et al., 2022).

No ambito do Programa de Doutorado Sanduiche no Exterior (PDSE), promovido
pela CAPES, parte deste trabalho foi desenvolvida na Universidad de Cadiz (Puerto Real,
Espanha), sob a supervisdo da Profa. Dra. Nuria Chinchilla Salcedo. Nesse contexto, as
flavanonas C-metiladas (2S)-estrobopinina e (2S)-criptostrobina, previamente isoladas da
geoprépolis de M. mondury, foram avaliadas e apresentaram atividade citotoxica
moderada frente a células Hela, indicando seu potencial bioativo, mesmo sendo
estruturas relativamente simples e pouco funcionalizadas. Uma das hipoteses levantadas
para essa atividade estava relacionada a presenca do grupamento C-metil em suas
estruturas.

Com base nesses resultados, procedeu-se a sintese de analogos C-metilados de
flavonoides, incluindo chalconas e diidrochalconas, com o objetivo de investigar
sistematicamente o impacto da ligagdo a,fB-insaturada e da metilacdo direta ao anel

aromatico sobre a atividade citotoxica frente a diferentes linhagens celulares.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Potencial anticancer das chalconas

As chalconas sdo compostos naturais pertencentes a classe dos flavonoides,
frequentemente denominadas flavonoides de cadeia aberta, em virtude de sua estrutura
linear, que contrasta com o esqueleto condensado tipico dessa classe. Biossintetizadas a
partir da via do &cido chiquimico, essas moléculas sdo amplamente reconhecidas como
precursoras biossintéticas dos demais flavonoides (Dewick, 2009).

As chalconas naturais apresentam, em geral, grupos hidroxila fendlicos, sendo
também comum a presenca de substituintes prenilados ou geranilados nos anéis
aromaticos. Até o momento, milhares de chalconas naturais foram descritas na literatura,
muitas das quais demonstraram afinidade por diferentes biomoléculas e expressiva
atividade citotoxica, o que tem estimulado investigacGes voltadas ao seu uso como
candidatos promissores no desenvolvimento de novos farmacos (Zhang et al., 2017).

Do ponto de vista estrutural, as chalconas sdo cetonas a,B-insaturadas constituidas
por dois anéis aromaticos (A e B) conectados por uma ponte endnica de trés carbonos
(1,3-diaril-2-propen-1-ona). Também existem variantes saturadas, conhecidas como
diidrochalconas, nas quais a ligacdo dupla da cadeia lateral é substituida por uma ponte
cetdnica saturada (1,3-diaril-2-propanona) (Figura 2) (Jasim et al., 2021).

Estudos recentes destacam a relevancia farmacolégica das diidrochalconas, cujas
propriedades bioldgicas vém sendo amplamente investigadas. Esses compostos
apresentam capacidade antioxidante, prote¢do contra danos oxidativos, além de atuarem
na modulacdo da expressdo génica e de citocinas pro-inflamatdrias (Stompor et al., 2019).

(L

0
(a) (b)

Figura 2: Estrutura geral das chalconas (a) e diidrochalconas (b).

Revisdes da literatura reportam o uso de chalconas e diidrochalconas na avaliagéo
citotoxica de diferentes tipos de cancer. Michalkova e colaboradores (2023), em um

estudo voltado ao céncer gastrointestinal, demonstraram que chalconas naturais sdo
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capazes de reduzir a atividade enzimatica, promover apoptose, induzir parada do ciclo
celular, aumentar o estresse oxidativo e reduzir a expressdo de proteinas associadas a
multirresisténcia, angiogénese e inflamagéo tumoral.

De forma semelhante, Villa e colaboradores (2024) relataram a avaliacdo de
chalconas naturais em carcinomas de pulméo, figado e mama, destacando compostos (41,
42, 43) que se encontram atualmente em investigagdo como potenciais agentes
terapéuticos (Figura 3). Segundo os autores, essas chalconas atuam por mecanismos
semelhantes aos observados em tumores gastrointestinais, apresentando atividade

promissora frente as linhagens avaliadas.

OH O OH O
OH HO O/ OH HO 0/

(41) - Xantohumol (42) - Helicrisetina (43) - Cardamomina

Figura 3: Estruturas de importantes chalconas anticancerigenas. Xantohumol (41),
Helicrisetina (42), Cardamomina (43).

Li e colaboradores (2008) isolaram flavonoides, chalconas e lignanas do extrato
metanolico da prépolis vermelha brasileira e avaliaram sua atividade citotdxica frente a
seis linhagens celulares tumorais (carcinoma de c6lon murino 26-L5, melanoma murino
B16-BL6, carcinoma de pulmdo de Lewis murino, adenocarcinoma de pulmdo humano
A549, adenocarcinoma de colo uterino humano HelLa e linhagens celulares de
fibrossarcoma humano HT-1080). As chalconas naturais isoladas neste estudo (44 — 47)
demonstraram atividade citotoxica frente a todas as linhagens celulares testadas, com
excecdo da (47) (Figura 4). As chalconas isoladas apresentaram atividade significativa,
sendo observado que a presenga da ligagdo a,fB-insaturada € essencial para a
citotoxicidade, uma vez que a reducdo dessa ligacdo resultou em perda total da atividade.
Ademais, a presenca de um grupo metoxila na posicdo C-2 mostrou-se mais favoravel a
atividade citotoxica do que um grupo hidroxila. Em relacdo ao anel B, as chalconas sem
qualquer tipo de substituinte foram preferidas para o aumento da atividade citotdxica.
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Figura 4: Chalconas isoladas da propolis vermelha com potencial atividade anticancer.

Szliszka e colaboradores (2010) investigaram o efeito de chalconas (48, 49) e
diidrochalconas (50, 51, 52) na inducdo de apoptose em células de cancer de prostata
LNCaP mediada pelo ligante TRAIL TRAIL (Tumor Necrosis Factor-Related Apoptosis-
Inducing Ligand), um ligante relacionado ao fator de necrose tumoral com potente acédo
pré-apoptoética (Figura 5). Os compostos avaliados intensificaram significativamente a
apoptose induzida por esse agente, sugerindo o potencial dessas estruturas como agentes
adjuvantes em terapias antitumorais, especialmente em casos de resisténcia ao TRAIL.

(48) 49) (309

OH
l O O\ O
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Figura 5: Estruturas quimicas das chalconas e diidrocalconas estudadas por Szliszka, et
al., 2010.

Estudos adicionais demonstram que modificacgdes estruturais podem potencializar
a atividade bioldgica das chalconas. Su e colaboradores (2021) relataram a sintese de
derivados aminometilados via reagdo de Mannich a partir de chalconas preniladas, como
0 xantohumol (41), cujos derivados apresentaram valores de Clso entre 2,52 e 47,67 uM
frente a diferentes linhagens tumorais (cancer de pancreas humano (Aspc-1), cancer

gastrico humano (SUN-5), carcinoma hepatocelular humano (HepG-2) e cancer de colon
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humano (HCT-116), evidenciando que a introducdo de grupos aminometil pode
intensificar a atividade antiproliferativa.

Outros estudos destacam o potencial das chalconas como inibidores da proteina
Bcl-2, um importante regulador da apoptose tumoral. Dey et al. (2020) planejaram
derivados de chalconas com elevada afinidade por esse alvo, apresentando significativa
atividade antiproliferativa frente a linhagens de céncer de pulm&o. Esses resultados
reforgam o potencial das chalconas como estruturas promissoras no desenvolvimento de
agentes antitumorais direcionados a regulacao da apoptose.

Corsini e colaboradores (2020) investigaram derivados de chalconas em células
de leucemia linfoblastica aguda (CCRF-CEM). Com base nas caracteristicas estruturais
da chalconas mais ativas, foi sintetizada uma nova série de derivados de chalcona, que
tiveram sua atividade antiproliferativa avaliada frente a mesma linhagem celular. Quatro
destes compostos (54, 55, 56, e 57), que continham os mesmos substituintes — NO; e CF3
—, mas em anéis aromaticos diferentes, apresentaram valores de Clso que variaram entre
6,1 e 11,4 uM, e por isso foram selecionados para investigacOes adicionais (Figura 6).
Os resultados demonstraram que essas substancias foram capazes de induzir blogueio do
ciclo celular na fase GO/G1, reforcando o papel dessas estruturas na modulacdo de

processos celulares criticos.

OZN/,Y\/‘ l\l F3C N02
OH O OH O OH O OH O CF;
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Figura 6: Chalconas com atividade anticancer.

Nos estudos conduzidos por Letulle e colaboradores (2024) foi descrito a sintese e
avaliacdo bioldgica de uma série de chalconas contendo o anel A funcionalizado com
grupos metoxila nas posicdes 3, 4 e 5, inspiradas na estrutura da 3,4,5-
trimetoxiacetofenona. As varia¢Ges estruturais foram introduzidas no anel B, incluindo
unidades fenodlicas e heterociclicas, como indois e cromonas. A sintese foi realizada por
meio da cléssica reagdo de condensacdo de Claisen—Schmidt, sob condigdes acidas ou
basicas, com rendimentos considerados satisfatdrios. A atividade antiproliferativa das
chalconas foi avaliada em linhagens de cancer colorretal e prostatico, utilizando o ensaio
colorimétrico MTT. Entre os compostos obtidos, destacaram-se a chalcona (58), da série
cromonil, com valores de Clso variando entre 2,6 e 5,1 uM, e a chalcona (59), da serie
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indolil, que apresentou potente atividade antiproliferativa com Clso inferior a 50 nM,
ambas demonstraram capacidade de induzir apoptose (Figura 7). Os resultados reforgcam
0 potencial dessas estruturas como protétipos para o desenvolvimento de novas

estratégias terapéuticas, especialmente contra canceres de origem colorretal e prostatica.

OMe OMe

(38 (610

Figura 7: Chalconas da série cromonil e indolil com potente atividade antiproliferativa
em linhagens de cancer colorretal e prostatico.

No estudo conduzido por Syam e colaboradores (2012), foi investigada a sintese
e a avaliacdo bioldgica de uma série de chalconas com potencial atividade anticancer. As
chalconas também foram obtidas por meio da reacdo de condensacdo de Claisen—
Schmidt, empregando diferentes aldeidos e cetonas aromaticas, com o objetivo de avaliar
0 impacto das substituicdes estruturais sobre a atividade antiproliferativa. Os compostos
sintetizados foram submetidos a ensaios in vitro frente a diversas linhagens celulares
tumorais, incluindo MCF-7 (mama), HepG2 (figado) e PC3 (prostata). Os resultados
evidenciaram atividade citotoxica seletiva para algumas estruturas, com destaque para 0s
compostos (60), (61), (62) e (63) (Figura 8). Ademais, 0s autores propuseram como
possivel mecanismo de ac¢do a inducgdo de apoptose mediada pela geragdo das EROs. Esse
estudo contribui de forma relevante para o campo da quimica medicinal, ao reforcar o
potencial das chalconas como candidatos promissores ao desenvolvimento de agentes
quimioterapicos inspirados em estruturas naturais, bem como a importancia da

modulacg&o estrutural na obtencdo de compostos mais ativos e seletivos.

Cl
Cl HO
s¥¥e
OH O OH O OH O OH O

(60) (61) (62) (63

Figura 8: Estruturas de diferentes Chalconas ativas sintetizadas no estudo de Syam et
al., (2012).
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2.2. Estratégias sintéticas para obtencdo de chalconas

Diante da ampla diversidade estrutural e do expressivo potencial anticancer das
chalconas descritos na literatura, torna-se fundamental discutir as principais estratégias
sintéticas empregadas para a obtencao dessas moléculas, as quais viabilizam a exploracao
racional das relacbes estrutura—atividade (SAR) e a ampliacdo do repertorio quimico

disponivel para estudos biologicos.

2.2.1. Reacdo de Condensacao alddlica

As chalconas séo classicamente sintetizadas por meio da reagdo de condensacdo
alddlica cruzada, também conhecida como condensacdo de Claisen—Schmidt. Essa
denominacdo homenageia os quimicos R. L. Claisen e J. G. Schmidt, cujos estudos
pioneiros sobre esse tipo de transformacdo remontam ao século X1X (Bezerra, 2021).

Essa reacdo envolve a condensacdo entre aldeidos e/ou cetonas na presenca de
catalisadores &cidos ou bésicos, sendo o etanol o solvente mais frequentemente
empregado. Tal escolha se deve ao fato de que muitas chalconas apresentam baixa
solubilidade nesse meio, precipitando ao final da reacdo, o que facilita seu isolamento.
Os hidrogénios em posi¢ao o a carbonila apresentam carater acido e podem ser abstraidos,
originando intermediarios enolicos ou enolatos, dependendo das condi¢des reacionais.
Esses intermediarios atuam como nucledfilos e reagem com o grupo carbonila de outra
molécula, formando inicialmente um aldol (B-hidroxialdeido ou B-hidroxicetona), que
sofre subsequente desidratacdo, resultando na formagdo da cetona o,B-insaturada,

caracteristica das chalconas (Figura 9) (De Farias, 2017; Hamad et al., 2025).
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Figura 9: Esquema geral da reacéo de Claisen-Schmidt (Adaptado de Zhang, et
al., 2017).
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Embora a condensacéo aldolica possa ser realizada sob catalise acida, a rota mais
amplamente utilizada envolve catélise basica, geralmente com ions hidréxido. A Figura
10 ilustra um mecanismo geral para a reacdo catalisada por base. Nesse contexto,
metodologias alternativas também tém sido descritas, incluindo o uso de bases mais
fortes, como hidretos, ampliando as possibilidades sintéticas dessa classe de compostos.

O mecanismo detalhado inicia-se com a formacgdo do enolato, resultante da
abstra¢do de um hidrogénio o a carbonila. Esse enolato ataca o carbono carbonilico de
uma segunda molécula que néo sofreu enolizacdo, formando o intermediario aldol. Em
seguida, ocorre nova abstracdo de hidrogénio o, promovendo a eliminacdo de ion

hidréxido e levando a formagdo do produto a,B-insaturado (De Farias, 2017).
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Figura 10: Mecanismo geral da reacdo de condensacdo alddlica catalisada por base
(Fonte: Préprio autor).

A reagdo de Claisen—Schmidt foi empregada neste trabalho para a sintese das
chalconas que serdo discutidas posteriormente por ser uma metodologia versatil e de facil
execucdo. Ressalta-se que a escolha criteriosa dos compostos carbonilicos € fundamental

para definir qual espécie atuara como eletréfilo e qual sera o precursor do enolato,



152

minimizando a formacé&o de subprodutos. Uma estratégia amplamente adotada, e utilizada
neste estudo, consiste no emprego de aldeidos aromaéticos isentos de hidrogénios a,
combinados com cetonas aromaticas, uma vez que esses aldeidos ndo sofrem enolizagdo

e atuam exclusivamente como eletrofilos.

2.2.2. Outras estratégias para sintese de chalconas

Além da condensacdo de Claisen—Schmidt, diversas estratégias sintéticas
alternativas tém sido desenvolvidas para a obtencdo de chalconas, especialmente com o
objetivo de ampliar a diversidade estrutural, aumentar rendimentos ou contornar
limitacBes associadas a grupos funcionais sensiveis. Entre essas metodologias destacam-
se reacOes de acoplamento cruzado catalisadas por paladio, como Suzuki—Miyaura e
Heck, além de reacBes de Wittig, acilacdo de Friedel-Crafts, rearranjo de Fries e
abordagens menos convencionais envolvendo trifenilfosfina e iodo (Petrov et al., 2008;
Rammohan et al., 2020; Xue et al., 2020; Rajendran et al., 2021).

O acoplamento de Suzuki—Miyaura, descrito originalmente por A. Suzuki e N.
Miyaura em 1979, foi inicialmente aplicado a sintese de estirenos, utilizando haletos de
arila como eletréfilos e compostos organobordnicos como nucledfilos. A reagdo emprega
catalisadores de paladio, bases apropriadas e solventes organicos e/ou aquosos,
geralmente sob temperaturas entre 60 e 100 °C, resultando na formacdo de produtos
biarilicos (Shalaby et al., 2023; Farhang et al., 2022 Miyaura & Suzuki, 1979).

A aplicacdo dessa metodologia a sintese de chalconas foi relatada pela primeira
vez em 2003 por Eddarir e colaboradores, sendo descritos dois caminhos principais: (i) a
reacdo entre haletos de benzoila e acidos fenil-vinil-borénicos; ou (ii) a reacdo entre
haletos cinamicos e acidos fenil-bordnicos (Figura 11a). Estudos comparativos indicam
que a primeira abordagem resulta em rendimentos significativamente superiores (Eddarir
et al., 2003; Zhuang et al., 2017; Bezerra, 2021).

A reacdo de Heck, também catalisada por palddio, utiliza haletos de arila ou
acidos fenilbordnicos em presenca de alcenos (Figura 11b). Para a sintese de chalconas,
sdo empregados especificamente vinil-aril-cetonas como substratos (Heck & Nolley,
1972; Zhuang et al. 2017). O primeiro relato dessa aplicacao foi publicado por Bianco et
al. (2003), utilizando um sistema catalitico composto por acetato de paladio,
trifenilfosfina e trietilamina em acetonitrila, com excelentes rendimentos.

A reacdo de Wittig constitui outra estratégia eficaz para a sintese de chalconas,
sendo aplicada a obtencdo dessas estruturas a partir de benzaldeidos e trifenilbenzoil-
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metileno-fosforanos (Figura 11c) (Rammohan et al., 2020; Donaire-Arias et al., 2023).
As primeiras tentativas de sintetizar chalconas por meio dessa reacdo foram relatadas por
Ramirez e Dershowitz (1957), embora exigissem longos tempos reacionais.
Posteriormente, Xu e colaboradores (1995) otimizaram essa metodologia por meio de
irradiacdo por micro-ondas, reduzindo drasticamente o tempo de reacdo para 5-6 minutos

e obtendo excelentes rendimentos.
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Figura 11: Obtencdo de chalconas através de outras estratégias sintéticas (Fonte:
Adaptado de Rammohan, et al., 2020).

A acilacdo de Friedel-Crafts também pode ser empregada na sintese de
chalconas, embora seja menos explorada. Essa abordagem baseia-se na acilagdo de
compostos aromadticos na presenca de acidos de Lewis fortes, como AICls, geralmente
envolvendo a reagdo entre éteres aromaticos e cloreto de cinamoila (Figura 12)
(Rammohan et al., 2020).
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Figura 12: Sintese de chalconas usando a acilacao de Friedel-Crafts.

Narender e Reddy (2007) demonstraram que o uso de BFs-Et-2O como catalisador
permite a sintese eficiente de chalconas substituidas, especialmente do tipo O- ou N-
aciladas, apresentando vantagens como altos rendimentos, simplicidade experimental,
curtos tempos reacionais e auséncia de rea¢oes cruzadas. Contudo, a presenca de grupos
altamente nucleofilicos, como hidroxilas ou aminas, pode favorecer acilacdes
competitivas, exigindo, em alguns casos, 0 uso de grupos protetores, 0 que representa
uma limitacéo préatica (Mulugeta, 2022).

Como alternativa, Bedane et al. (2016) descreveram um protocolo envolvendo a
reacao entre acidos cinamicos e fenois, com formacéo inicial de chalconas precursoras,
catalisada por BFs-Et0, seguida de cicliza¢ao por rearranjo de Fries. Inicialmente, o
acido cindmico é convertido em cloreto de cinamoila por meio da reacédo com cloreto de
tionila, sob condicGes de refluxo. Em seguida, adiciona-se o fenol, na presenca de
BFs-Et2O como catalisador, promovendo a formagdo das chalconas. Esse rearranjo
promove a migracdo intramolecular do grupo acila para posi¢des orto ou para do anel
aromatico, possibilitando a formag&o seletiva de chalconas funcionalizadas (Figura 13).
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Figura 13: Mecanismo da sintese da 2-hidroxichalcona via rearranjo de fries (Fonte: Autor).
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Procedimentos sob condicBes &cidas também sdo descritos, especialmente para a
sintese de chalconas hidroxiladas, uma vez que a presenca de grupos — OH em aldeidos
aromaticos reduz a eficiéncia da condensacéo catalisada por base. Isso ocorre porque 0s
catalisadores basicos reduzem a reatividade do aldeido devido a deslocalizacdo eletronica
do anion formado, conforme ilustrado na Figura 14. Nessas condicdes, torna-se
necessario o uso de grupos protetores para a obtencdo de hidroxichalconas. Por essa
razdo, a reacdao de aldol em meio &cido é considerada a abordagem mais adequada
(Jayapal, et al., 2010). Nesses casos, sdo empregados acidos como HCI, H2SO4 ou acido
p-toluenossulfonico, geralmente em etanol saturado com HCI, embora os rendimentos
sejam moderados (10 — 40%) (Petrov et al., 2008).

Um método simples e eficiente para a sintese de chalconas, catalisado por acido e
utilizando o SOCl. como alternativa reacional, foi adotado nos estudos de Petrov et al.
(2007), Jayapal et al. (2010) e, posteriormente, por Xou et al. (2019). O HCI € gerado in
situ pela reagcdo do SOCl. com etanol absoluto. Nos trés trabalhos citados as chalconas

foram obtidas com 6timos rendimentos.
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Figura 14: Deslocalizacdo do anion formado a partir do aldeido.

Por fim, Xue et al. (2020) desenvolveram uma metodologia inovadora baseada na
reacdo de Claisen—Schmidt na presenca de PPhs/I., com o objetivo de evitar condi¢des
fortemente alcalinas e preservar grupos funcionais sensiveis. Apo6s otimizacdo das
condigdes, os melhores rendimentos foram obtidos com razdo molar 1:1 de PPhs/I2,
utilizando 1,4-dioxano sob refluxo, com tempos reacionais variando entre 3 e 12 h,

dependendo do substrato (Figura 15).
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Figura 15: Sintese de chalconas na presenca de PPha/l5.
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Dessa forma, observa-se que diversas metodologias sintéticas tém sido
desenvolvidas para a obtencdo de chalconas, visando ndo apenas o aumento de
rendimento e a otimizacdo do tempo de sintese, mas também a introducédo seletiva de
substituintes e a ampliacdo da diversidade estrutural. Esse conjunto de abordagens
fundamenta o planejamento racional das moléculas sintetizadas neste trabalho e sustenta

0s objetivos apresentados a seguir.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivos Gerais

- Sintetizar, purificar, caracterizar estruturalmente e avaliar o potencial anticancer de uma
série de chalconas e diidrochalconas, visando a identificacdo de compostos bioativos com
atividade citotoxica promissora e a compreensdo dos fatores estruturais associados a essa

atividade.

3.2. Objetivos Especificos

- Sintetizar chalconas e seus analogos estruturais por meio da reacdo de condensacdo
aldolica cruzada entre diferentes cetonas aromaticas e um aldeido aromatico, bem como
obter diidrochalconas pela redugéo seletiva da ligacdo a,fB-insaturada utilizando formiato
de amonio, e chalconas O-preniladas; por meio de reacdo de O-prenilagdo com brometo

de prenila;

- Avaliar a pureza dos compostos sintetizados por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC-DAD) em fase reversa;

- Purificar as substancias obtidas por cromatografia em coluna e realizar sua
caracterizacdo estrutural por meio de técnicas espectroscopicas e especrométricas (*H-
RMN, BC-RMN, LC-HRMSMS), além da determinacdo do ponto de fuséo;

- Avaliar in vitro a atividade citotoxica dos compostos caracterizados frente a diferentes
linhagens celulares, incluindo cancer de mama murino (4T1), cancer de colon murino
(CT26) e osteossarcoma humano (U20S);

- Investigar as relac@es estrutura—atividade (Structure—Activity Relationship, SAR) das

chalconas e diidrochalconas avaliadas;

- Avaliar, por meio de metodologias in silico, o perfil farmacocinético e toxicoldgico dos

compostos mais promissores, utilizando a plataforma SwissADME.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Sintese e Caracterizagdo das Chalconas e Diidrochalconas

As chalconas (CHA-1I a CHA-IV) e diidrochalconas (DHC-I a DHC-1V) foram
obtidas conforme descrito na secdo experimental, cujo esquema reacional esta
apresentado na Figura 16. Todos os compostos foram caracterizados por meio de
espectroscopia de RMN de 'H, BC e LC-MS/MS, cujos espectros encontram-se
disponibilizados no apéndice deste trabalho (Paginas 190 - 244). Cabe destacar que a
chalcona CHA-I foi adquirida comercialmente; entretanto, esse composto pode ser
facilmente obtido por meio da reacédo de condensacéo de Claisen—Schmidt catalisada por
base, a partir da 2’-hidroxiacetofenona e do benzaldeido, conforme descrito na literatura
(Shareef et al., 2019).

As chalconas sintetizadas neste estudo (CHA-II a CHA-IV) precipitaram
diretamente no meio reacional como sélidos amarelos, sendo isoladas por filtracdo a
vacuo, com rendimentos moderados, variando entre 37,6% e 55,7%. Em contraste, as
diidrochalconas correspondentes (DHC-1 a DHC-1V) foram obtidas com rendimentos
superiores, entre 77,5% e 99%, ndo sendo necesséria a realizagdo de etapas adicionais
de purificacdo cromatografica. A pureza das substancias foi avaliada por CLAE-DAD, a
partir da andlise dos cromatogramas e dos espectros no UV, os quais também se

encontram no apéndice deste estudo.
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Figura 16: Esquema sintético para obtencdo das chalconas (CHA-II-1V) e diidrochalconas
planejadas (DHC—I-1V). Condicdes reacionais: (I) — EtOH, benzaldeido, NaOHq) 40%, 24 h,
t.a; (11) - HCOONH4, MeOH/THF (2:1, v/v), Pd/C (10% p/p), 24 h, t.a.

A conversdo das chalconas em diidrochalconas foi confirmada, principalmente,

por espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de H).
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Utilizando a chalcona CHA-I como exemplo, antes da reacdo de reducdo foram
observados dois sinais caracteristicos atribuidos aos hidrogénios da ligago olefinica a,f3-
insaturada, que se apresentaram como dupletos com constante de acoplamento J = 15,8
Hz, valor tipico para acoplamento trans entre protons vinilicos (Figura 17a).

Apds a reacdo de reducdo, observou-se a auséncia desses sinais e a presenca de
dois tripletos correspondentes a quatro hidrogénios alifaticos (2H cada), evidenciando a
formacdo do sistema saturado caracteristico das diidrochalconas (Figura 17b). Esses
resultados confirmam a reducdo seletiva da ligacdo dupla carbono—carbono na porcao
a,B-insaturada da estrutura das chalconas.
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Figura 17: (A) Espectro de RMN de *H em acetona-d6 da chalcona CHA-I mostrando
hidrogénios olefinicos (sistema o,f-insaturado) como dupletos (destacados em um quadrado
azul). (B) O espectro da correspondente diidrochalcona (DHC-1) com a auséncia dos sinais
olefinicos e a presenca de tripletos de hidrogénios alifaticos (destacados em um quadrado
vermelho).
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A espectroscopia de absorcdo no ultravioleta-visivel (UV-Vis) tambem foi
empregada para corroborar a conversao das chalconas em seus respectivos derivados di-
hidrogenados. Embora seja considerada uma técnica classica, a espectroscopia UV-Vis
permanece extremamente Util para a identificacdo de determinados esqueletos estruturais,
bem como para a analise da posicdo de grupos funcionais em flavonoides e chalconas
(Rammohan et al., 2020).

De modo geral, os espectros UV de chalconas apresentam dois méaximos de
absorcéo caracteristicos: uma banda principal na regido de 340-390 nm (banda 1),
atribuida ao sistema de conjugacdo estendido do grupo carbonilico a,B-insaturado
(sistema cinamoila, associado ao anel B), e uma banda de menor intensidade entre 200—
270 nm (banda I1), relacionada ao sistema benzoila presente no anel A. Ambas as bandas
foram observadas nas chalconas sintetizadas neste estudo, com variagdes nos valores de
absorcéo decorrentes da presenca de grupos metila, que atuam como auxocromos (Figura
18).

Além disso, conforme descrito por Rammohan e colaboradores (2020), pode ser
observado um terceiro sinal de absor¢do, menos intenso e com aparéncia de ombro,
geralmente na faixa de 300-320 nm, o qual frequentemente passa despercebido. Nas

chalconas CHA-1 a CHA-IV, essa banda foi observada na regido de 350-380 nm.

Banda

i Cinamoil
Banda II O

Benzoil

_____________________________________________

Figura 18: Classificagéo das bandas no UV para as chalconas.

Apos a reacgdo de reducdo, verificou-se um deslocamento da banda I nos espectros
das diidrochalconas para comprimentos de onda menores, em torno de 260 nm, em
comparagdo com as chalconas precursoras. Esse deslocamento hipsocrémico esta
associado a perda da conjugacéo eletronica decorrente da saturacdo da ligagcdo C=C. Por
outro lado, a banda Il (~224 nm) manteve-se relativamente inalterada, indicando que a
porc¢éo benzoilica do anel A nédo foi afetada pelo processo de reducao.
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Dessa forma, a espectroscopia UV-Vis mostrou-se uma ferramenta complementar
eficiente para confirmar a ocorréncia da reagéo de reducao, permitindo o monitoramento
das alteragcbes na conjugacdo eletrénica associadas a transformacdo estrutural de
chalconas em diidrochalconas.

Adicionalmente, os dados obtidos a partir dos espectros de RMN de *C
forneceram evidéncias consistentes da reducdo da ligagdo o,p-insaturada. Observou-se a
substituicdo dos sinais caracteristicos dos carbonos C-Ho ¢ C-HB das chalconas,
localizados nas regifes de 121-128 ppm e 142 — 148 ppm, respectivamente, por novos
sinais na faixa de 25 — 40 ppm, correspondentes aos dois grupos CH- formados apds a
reducdo. Esses deslocamentos quimicos sdo compativeis com carbonos alifaticos

posicionados sob o efeito anisotropico da carbonila e dos anéis aromaticos adjacentes.

4.2. Predic0es in silico das propriedades farmacoldgicas dos compostos sintéticos

Uma abordagem preliminar amplamente empregada para avaliar a similaridade a
farmacos (drug-likeness) de compostos naturais ou sintéticos baseia-se na predicdo de
suas propriedades ADME (Absorption, Distribution, Metabolism and Excretion). Nesse
contexto, destacam-se o0s principais conjuntos de critérios utilizados no processo de
descoberta e desenvolvimento de farmacos, incluindo as regras de Lipinski, Ghose,
Veber, Egan e Muegge (Muegge et al., 2001; Chaves et al., 2024; Barbosa et al., 2024).
Assim, parametros fisico-quimicos, farmacocinéticos e de drug-likeness foram preditos
para 0os compostos CHA-1 a CHA-IV e DHC-I a DHC-IV por meio da plataforma
SwissADME, cujos resultados estdo apresentados na Tabela 1 e na Figura 19.

O modelo preditivo de permeabilidade cerebral e intestinal (BOILED-Egg,
Figura 19A) indicou que tanto as chalconas quanto as diidrochalconas apresentam
elevada lipofilicidade e baixos valores de superficie polar topoldgica (TPSA) (Tabela 1),
caracteristicas compativeis com a capacidade desses compostos em atravessar a barreira
hematoencefalica (BBB) (Wu et al., 2023). Esse modelo in silico permite estimar
simultaneamente a permeabilidade a BBB e a absor¢do intestinal humana (HIA) com base
nos parametros WLogP (lipofilicidade) e TPSA (polaridade aparente).

No gréafico gerado, a regido amarela corresponde aos compostos com potencial de
atravessar a BBB, enquanto a regido branca indica aqueles com boa absorcéo intestinal,
fornecendo um perfil toxicocinético visual fundamentado nesses dois parametros

essenciais. Observa-se que a presenca de grupos metila no anel A contribui
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significativamente para o aumento da lipofilicidade das chalconas e diidrochalconas
avaliadas.

Curiosamente, apesar do elevado grau de insaturacdo presente nas estruturas
quimicas das CHA-1 a CHA-IV e DHC-I a DHC-1V, o radar de biodisponibilidade
calculado (Figura 19B) sugere que esses compostos apresentam perfil favoravel de
biodistribuicdo sisttémica, com potencial para alcancar o sitio de acdo. Ademais, 0s
compostos foram preditos como ndo substratos da P-glicoproteina 1, conforme indicado
no grafico BOILED-Egg (Figura 19A), o que pode impactar positivamente seu tempo de
residéncia intracelular, favorecendo o acimulo em concentracfes adequadas para a
manifestacdo do efeito citotoxico. Esses achados reforcam o potencial dessas moléculas
como candidatos a agentes anticancer (Lin & Yamazaki, 2003).

Tabela 1: Propriedades fisico-quimicas, farmacocinéticas e drug-likeness previstas pelo

servidor SwissADME para chalconas e diidrochalconas.

Drug-likeness (nimero de violagdes)

Inibicéo de CYP

Compostos Log Pow? TPSA

(Isoformas) (A9 Lipinski ~ Ghose Veber Egan Muegge

CHA-I 3,13 2C19, 2C9 373 Sim(©0) Sim(0) Sim(0) Sim(0) Sim(0)
CHA-II 3,49 1A2, 2C19, 2C9 37,3 Sim(©0) Sim(0) Sim(0) Sim(0)  Sim (0)
CHA-11I 3,52 1A2, 2C19, 2C9 37,3 Sim(@) Sim() Sim(@) Sim() Sim(0)
CHA-1V 3,80 1A2, 2C19, 2D6 37,3 Sim(©0) Sim(0) Sim(0) Sim(0)  Sim (0)
DHC-I 3,17 1A2, 2C19, 2D6 37,3 Sim(@) Sim() Sim(@) Sim() Sim(0)
DHC-II 3,52 1A2, 2C19, 2D6 37,3 Sim(©) Sim(0) Sim(0) Sim(0)  Sim (0)
DHC-I1I 3,45 1A2, 2C19, 2D6 37,3 Sim(©) Sim(0) Sim(0) Sim(0)  Sim (0)
DHC-1V 3,82 1A2, 2C19, 2D6 37,3 Sim(@) Sim() Sim(@) Sim(@) Sim(0)

aIog Po/w: Coeficiente de particdo octanol/agua calculado como a média de cinco métodos preditivos distintos de log P.
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Figura 19: (A) O grafico BOILED-Egg e (B) o radar de biodisponibilidade calculado para
as chalconas projetadas (CHA-I-1V) e diidrochalconas (DHC-I-1V).

HIA, BBB, PGP+ e PGP- significam, respectivamente, absor¢do gastrointestinal passiva, permeagdo da barreira
hematoencefélica, substrato da P-glicoproteina 1 e ndo-substrato da P-glicoproteina 1.

De modo geral, a auséncia de violacdes aos critérios de Lipinski, Ghose, Veber,
Egan e Muegge (Tabela 1) indica que os compostos sintéticos planejados CHA-1 a CHA-
IV e DHC-I a DHC-1V apresentam perfil favoravel de similaridade a farmacos (drug-
likeness). Entretanto, as predicOes in silico também indicaram que esses compostos
podem atuar como potenciais inibidores de isoformas do citocromo P450 (CYP450),
especialmente a CYP2C19 (Tabela 1), por meio de interagdes com o cofator ferro-
protoporfirina IX (HEME) (Figura 20). Esse tipo de interacdo pode resultar em efeitos
adversos ou toxicidade, em funcdo da reducdo da depuracdo metabolica e do consequente
acumulo dos compostos ou de seus metabo6litos no organismo.

Dessa forma, torna-se evidente a necessidade de ensaios experimentais adicionais
para validar essas predi¢des, incluindo testes especificos de atividade enzimatica e de
toxicidade, os quais sdo essenciais para confirmar os dados in silico e fornecer uma
avaliacdo mais robusta e segura do potencial farmacoldgico e toxicolégico dos compostos
estudados.
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Figura 20: Sobreposicdo da melhor pose de acoplamento molecular para a interagao
entre 0 CYP450 (isoforma 2C19) com (A) CHA-I-1V e (B) DHC-I-IV.

Cores dos elementos: oxigénio (vermelho), nitrogénio (azul escuro) e Fe(ll) (laranja). Para melhor visualizagéo,
0s atomos de hidrogénio foram omitidos.

4.3. Avaliacdo da atividade citotoxica in vitro

Entre os produtos naturais, as chalconas tém se destacado como estruturas
particularmente atrativas e amplamente investigadas, sendo consideradas agentes
promissores no tratamento do cancer. Nesse contexto, numerosas chalconas sintéticas ja
tiveram sua atividade antitumoral avaliada, muitas das quais demonstraram eficécia frente
a diferentes linhagens celulares tumorais (Rajendran et al., 2022). No entanto, estudos
envolvendo chalconas C-metiladas ainda sédo relativamente escassos, apesar do potencial
promissor associado a essa modificacdo estrutural.

Evidéncias indicam que a introducdo de grupos metila em posicGes especificas do
ndcleo flavonoidico pode aumentar significativamente a estabilidade metabolica e
favorecer o transporte transmembrana, resultando em maior absorc¢do celular e aumento
da biodisponibilidade oral desses compostos (Koirala et al., 2016). Considerando as
similaridades estruturais entre flavonoides e chalconas, é plausivel supor que efeitos
analogos também ocorram nesta classe de metabdlitos.

As linhagens celulares 4T1, CT26 e U20S sdo modelos tumorais bem
estabelecidos e amplamente utilizados em estudos pré-clinicos para a avaliagdo de
estratégias terapéuticas (Herndon et al., 2024; Rose et al., 2007; Schrors et al., 2020).
Assim, foram conduzidos ensaios in vitro para investigar a atividade citotoxica dos
compostos CHA-I a CHA-IV e DHC-1 a DHC-1V nessas linhagens, utilizando a cisplatina
como controle positivo (Babu et al., 2024; Balog et al., 2020; Yu et al., 2016). Os

resultados obtidos estdo apresentados na Figura 21 e na Tabela 2.
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Figura 21: Viabilidade celular ap6s incubacédo das chalconas (CHA-I1-1V), diidrochalconas (DHC-I-1V)
e cisplatina (controle positivo) com as linhagens celulares tumorais (A) CT26, (B) 4T1 e (C) U20S.

A estrutura o,f-insaturada presente nas chalconas & amplamente reconhecida
como um dos principais determinantes de suas atividades bioldgicas (Tiwari et al., 2021).
A andlise dos dados revelou que as chalconas (CHA-I a CHA-IV) apresentaram maior
citotoxicidade quando comparadas as diidrochalconas correspondentes (DHC-I a DHC-
IV) em todas as linhagens celulares avaliadas. O composto CHA-I exibiu o maior efeito
citotoxico frente as células CT26 (Clso = 9,24 + 2,09 uM) e U20S (Clso = 5,96 + 1,35
KuM), demonstrando poténcia superior a da prépria cisplatina frente a linhagem U20S.
Em contrapartida, para a linhagem 4T1, o composto CHA-II apresentou 0 menor valor de
Clso (12,0 £ 2,1 uM), valor proximo ao observado para a cisplatina (9,08 £ 0,35 uM),
dentro da margem de erro experimental.

A atividade anticancer das chalconas pode estar associada a presenca de
grupamentos aceitadores do tipo Michael, correspondentes ao sistema a,fB-insaturado,
capazes de formar adutos covalentes com residuos de cisteina ou outros grupos tiol em

proteinas-alvo. Essas interacBes possibilitam a atua¢do das chalconas como inibidores de
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proteases de cisteina, enzimas envolvidas em diversos processos patolégicos, incluindo a

progressdo tumoral (Morales-Reyna et al., 2025).

Tabela 2: Os valores de concentragdo inibitoria média das chalconas, diidrochalconas e
cisplatina nas linhagens celulares tumorais CT26, 4T1 e U20S apds 48 horas de
incubacdo com concentragdes crescentes de cada composto (0 — 200 uM).

Clso (uM)

Compostos CT26 4T1 U20S
CHA-I 9,2+2,09 17,2+0,8 6,0+1,35
CHA-11 9,8 +0,49 120+£21 155+35

CHA-III 164+11 340+13 129+1,6
CHA-IV 180+1,2 328+138 17,2+0,8
DHC-I 952+2,3 > 200 123+6

DHC-11 309+23 70,2+2,38 90,5+24,5

DHC-I11 46,3 + 3,9, 795+13 104 + 20

DHC-1V 23,8+2,7 496 +2.2 92,8 +13,3
Cisplatina 6,3+ 1,40 9,1+0,35 11,7+0,6

4.3.1. Influéncia da reducao e da presenca das metilas na atividade

citotoxica

De modo geral, os compostos DHC-I, DHC-11 e DHC-111 apresentaram valores de
ClIso superiores ao dobro daqueles observados para suas respectivas chalconas precursoras
(CHA-I, CHA-11 e CHA-III), indicando reducéo significativa da citotoxicidade apds a
saturacdo da ligacdo a,B-insaturada. Especificamente, o composto DHC-I, desprovido de
de grupamento metila no carbono aromatico, ndo apresentou atividade citotdxica frente a
linhagem 4T1 (ClIso > 200 uM) e exibiu valores superiores a 100 uM frente a linhagem
U20S. Para a linhagem CT26, 0 DHC-I apresentou Clso de 95,2 uM. Em contraste, os
compostos DHC-1l e DHC-1V, contendo uma e duas C-metilas adicionais,

respectivamente, apresentaram valores de Clso significativamente menores (30,9 e 23,8
UM).
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As diidrochalconas DHC-11 e DHC-I11I, que possuem 0 mesmo numero de grupos
C-metila, porém em posicdes distintas, ndo apresentaram diferengas significativas de
atividade citotdxica entre si.

Esses resultados evidenciam que a presenca do grupo metil exerce efeito relevante
sobre a atividade citotoxica das diidrochalconas, uma vez que todas as DHC metiladas
foram mais ativas do que a DHC-I, Unica ndo metilada da série. Tal efeito pode estar
relacionado ao aumento da lipofilicidade das moléculas, uma vez que o composto DHC-
IV, contendo o maior niumero de grupos C-metila, apresentou o valor mais elevado de log
P (Tabela 1) e, concomitantemente, a maior atividade citotoxica entre as diidrochalconas
avaliadas.

Infere-se, portanto, que a presenca de grupos C-metila favorece a entrada das
moléculas nas células e potencializa sua interacdo com alvos intracelulares, resultando
em maior eficacia citotoxica nas linhagens estudadas. Cabe destacar que a DHC-IV
corresponde a Unica molécula inédita da série sintetizada.

Dependendo da extensdo dos danos celulares induzidos por compostos bioativos,
as células tumorais podem ativar mecanismos de reparo ou, alternativamente,
desencadear processos de morte celular regulada. Diversos estudos demonstram que as
chalconas séo capazes de inibir a proliferacdo celular, principalmente por meio da indugéo
de apoptose (Chen et al., 2017; Rossi et al., 2024; Hong et al., 2019).

Com o objetivo de verificar a ocorréncia desse mecanismo, as células 4T1 tratadas
com 0s compostos mais ativos do ensaio (CHA-I e CHA-II) foram selecionadas para
analise morfoldgica apés 2, 4 e 24 horas de incubagdo. Conforme ilustrado na Figura 22,
a CHA-II induziu sinais tipicos de apoptose, como condensacdo da cromatina,
fragmentacdo nuclear e formacdo de corpos apoptéticos, apds 2 horas de incubacdo com
100 uM (Figura 22A) e apos 4 horas com 50 uM (Figura 22B).

Em contraste, a CHA-I induziu acentuada vacuolizagdo citoplasmatica em ambas
as concentracOes apos 2 horas de incubacdo (Figura 22A). Apos 4 horas, a maioria das
células apresentou coloracéo negativa para iodeto de propidio (Pl), indicando integridade
da membrana plasmaética e sugerindo viabilidade celular ou estagios iniciais de morte
celular (Figura 22B). Contudo, ap06s 24 horas de incubacdo (Figura 22C), as células
exibiram morfologia arredondada e permeabilidade ao PI, evidenciando perda da
integridade de membrana e morte celular.

Esses achados estdo em concordancia com estudos prévios que demonstraram que

pequenas moléculas de chalcona, como a 3-(2-metil-1H-indol-3-il)-1-(4-piridinil)-2-
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propen-1-ona (MIPP), sdo capazes de induzir vacuolizacdo citoplasmatica acentuada em
células de glioblastoma, possivelmente associada a vias alternativas de morte celular

(Overmeyer et al., 2011).

A Untreated CHA-I [50 uM]  CHA-I [100 uM]  CHA-II [50 uM]  CHA-II [100 pM] C CHA-I [50 uM]  CHA-l [100 uM]  CHA-II [50 uM]  CHA-II [100 uM]
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Figura 22: As chalconas induzem apoptose e vacuoliza¢do em células 4T1. Imagens representativas das
células 4T1 incubadas com CHA-1 e CHA-I1 (50 e 100 uM) por (A) 2 horas, (B) 4 horas e (C) 24 horas. As
células foram marcadas com Hoechst 33342 e iodeto de propidio (PI) e observadas por microscopia de
fluorescéncia (aumento de 20 vezes). As setas brancas indicam a condensacao e fragmentacédo da
cromatina, enquanto as setas amarelas indicam a vacuolizacgéo citoplasmatica.

A luz dos resultados apresentados nas secdes anteriores, tornou-se evidente que
tanto a presenga da ligacdo a,f3-insaturada, caracteristica das chalconas, quanto o aumento
da lipofilicidade molecular, associado a presenca de grupos metila, exercem papel
determinante na modulacdo da atividade citotoxica observada. A superioridade das
chalconas em relacdo as diidrochalconas, bem como o desempenho mais expressivo dos
derivados metilados, reforcam a importancia de estratégias estruturais que conciliem
reatividade eletrofilica e propriedades farmacocinéticas favoraveis. Nesse contexto, a
prenilagdo surge como uma alternativa racional e complementar para potencializar a
atividade bioldgica dessas moléculas, uma vez que a introducao de cadeias isoprenoides
é reconhecida por aumentar a lipofilicidade, favorecer a permeagdo por membranas
celulares e ampliar a interagdo com alvos intracelulares. Assim, com base nos dados de
citotoxicidade e nas predicdes in silico previamente discutidas, procedeu-se a
modificagéo estrutural das chalconas por meio da O-prenilacdo, visando a obtencdo de

novos derivados com perfil bioativo potencialmente aprimorado.
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4.4. Sintese de chalconas preniladas

As chalconas preniladas constituem uma classe relevante de produtos naturais,
caracterizada pela presenca de grupos prenil, como dimetilalil, geranil ou farnesil, ligados
ao esqueleto das chalconas por meio de O- ou C-prenilagdo (Su et al., 2021; Morales-
Reyna et al., 2025). Relatos da literatura indicam que a introducao desses grupamentos
resulta em melhorias significativas nas propriedades biolégicas quando comparadas as
chalconas néo preniladas estruturalmente analogas (Zeraik et al., 2021; Morales-Reyna et
al., 2025).

Considerando que, neste estudo, a lipofilicidade mostrou-se um fator determinante
para a atividade citotoxica observada entre as diidrochalconas (DHCs), bem como que a
presenga da insaturagdo o, no sistema conjugado das chalconas (CHAs) estéa diretamente
associada ao seu potencial citotoxico, torna-se plausivel supor que chalconas preniladas
possam exibir atividades biolégicas comparaveis ou até superiores as de suas
correspondentes ndo preniladas. A introducdo de grupos prenil, como o dimetilalil,
promove aumento significativo da lipofilicidade, favorecendo a permeagdo por
membranas celulares, o acimulo intracelular e a biodisponibilidade dos compostos —
caracteristicas desejaveis para candidatos a agentes farmacoldgicos (Yang et al., 2025).

Além disso, reacOes de prenilacdo constituem uma estratégia sintética de interesse
continuo no nosso grupo de pesquisa em funcao de seu impacto positivo nas propriedades
bioativas de metabolitos naturais e derivados sintéticos (Pires, 2019). Nesse contexto, as
chalconas CHA-1 a CHA-1V, que se destacaram por sua atividade citotoxica frente as
linhagens celulares avaliadas, foram selecionadas para sofrer modificacBes estruturais
adicionais por meio da introducdo do grupamento dimetilalil, visando a obtencdo de
derivados prenilados, que poderéo ter potencial bioativo mais elevado.

Dentre os diferentes modos de prenilacdo, a O-prenilacdo foi priorizada em
detrimento da C-prenilacéo, em razdo de sua maior viabilidade sintética. Essa abordagem
é amplamente empregada na sintese de derivados naturais, sobretudo devido a eficiéncia
das reacOes e ao potencial farmacoldgico dos compostos obtidos (Hernandez-Rivera et
al., 2023).

As chalconas preniladas (CHAPr-1 a CHAPr-1V) foram sintetizadas conforme
descrito na secdo experimental deste trabalho, sendo o esquema reacional apresentado na
Figura 23. Todos os compostos foram devidamente caracterizados por espectroscopia de

RMN de H e 3C, bem como por espectrometria de massas por LC-HRMSMS, cujos
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espectros encontram-se disponiveis no apéndice. Apds purificagdo cromatografica, 0s
produtos foram obtidos na forma de 6leos amarelados, com rendimentos variando entre
30 e 50%. As purezas foram determinadas por CLAE-DAD, com base nos respectivos
cromatogramas e espectros na regido do UV, também apresentados no apéndice. Ressalta-
se que todas as chalconas preniladas sintetizadas sdo estruturas inéditas, ndo havendo, até

0 momento, relatos sobre a avaliacdo de seu potencial anticancer.
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CHA-III. R, =CH3 R,=H CHAPr-III. R; =CH; R,=H
CHA-IV.R, =R, =CHj4 CHAPr-1V.R; =R, = CH;4

Figura 23: Esquema sintético para obtencdo das chalconas preniladas (CHAPr—I-1V)
planejadas. CondicGes reacionais: (1) KOtBu, THF anidro, brometo de prenila, 24h, 0 °C.

A confirmacdo estrutural das chalconas preniladas CHAPr-1 a CHAPr-1V foi
realizada principalmente por RMN de 'H, com base na observacdo dos sinais
caracteristicos do grupamento prenil e na auséncia do sinal da hidroxila quelada em
campo baixo (~12 ppm), evidenciando a ocorréncia efetiva da O-prenilacao.

Utilizando a chalcona CHAPr-I como exemplo, observa-se um sinal em 6H 4,58,
correspondente a um dupleto integrando para dois hidrogénios (H2a), atribuido ao grupo
CH: sp® diretamente ligado ao oxigénio. Esses hidrogénios apresentaram constante de
acoplamento de 6,6 Hz, indicando acoplamento com o hidrogénio olefinico observado
em 6H 5,56 (J = 6,6 Hz, H2b). Os sinais referentes as metilas ligadas a olefina foram
atribuidos a 6H 1,74 e 1,82, quimicamente distintos entre si devido & presenca de um
carbono sp? adjacente, que permite rotacdo livre da cadeia lateral. Essa rotacdo faz com
que cada grupo metila experimente um ambiente eletronico ligeiramente diferente,
refletindo-se em deslocamentos quimicos distintos (Figura 24).

Os dados de RMN de 3C corroboram a presenca do grupo prenil, evidenciada por
sinais caracteristicos. O sinal em 6C 65,2 foi atribuido ao carbono CH: diretamente ligado

ao oxigénio, justificando seu deslocamento mais desblindado. Os carbonos
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correspondentes ao CH olefinico e ao carbono quaternario do sistema isoprendide
apresentaram sinais em dC 120,7 e 138,6, respectivamente. Por fim, os nicleos metilicos
do sistema isoprendide apresentaram sinais em 6C 18,3 e 25,9, confirmando seus
diferentes ambientes quimicos gerados pela rotacéo livre do carbono sp? adjacente. Todos

0s espectros de RMN encontram-se disponiveis no apéndice.
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Figura 24: Espectro de RMN de H em CDClzda CHApr-1 e as evidéncias da O-
prenilagdo.

O mecanismo proposto para a formacdo dos derivados O-prenilados esta
apresentado na Figura 25. Em geral, reacdes de prenilacdo sdo conduzidas utilizando
carbonato de potéssio ou de sédio em acetona anidra, especialmente para a desprotonacao
de fendis com acidez moderada (Godara et al., 2024). Contudo, no caso das chalconas
CHA-I a CHA-1V, a hidroxila encontra-se em posi¢do orto em relagdo a carbonila, o que
compromete sua reatividade devido & formacdo de uma ligacdo de hidrogénio
intramolecular (Deka & Mariotte, 2001). Por esse motivo, optou-se pela utilizacdo de uma
base mais forte, o terc-butdxido de potassio (KOtBu).
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Adicionalmente, 0s compostos que apresentavam grupos C-metil néo
apresentaram solubilidade adequada em acetona, sendo esta substituida por
tetraidrofurano (THF), um solvente mais apropriado e de secagem mais simples. O uso
de solventes rigorosamente anidros € essencial em reacdes que envolvem a formacao de
fenoxidos, uma vez que a presenca de agua pode protonar a base, reduzindo a eficiéncia
da reacdo, o rendimento e aumentando o tempo necessario para a conversao.

Cabe ressaltar que a reacdo foi conduzida sob rigoroso controle de temperatura, em
banho de gelo, especialmente durante a etapa de formacéo das metilchalconas preniladas.
Embora o grupo metil seja um doador de elétrons fraco, sua presenca pode favorecer a
ciclizacdo intramolecular e a consequente formagéo de flavanonas, por meio do ataque

nucleofilico do oxigénio desprotonado ao carbono [ da ligagdo a,fB-insaturada.

R> N

2
R
1 . R,
OK+
N S
— .
O S THF, 0 °C

Figura 25: Mecanismo proposto para a formacdo das chalconas O-preniladas em meio
alcalino com brometo de prenila.

O mecanismo de substituicdo mais provavel para essa reacdo é do tipo
bimolecular (Sn2), em consonéncia com as condigdes experimentais empregadas e a
natureza do produto final obtido (Figura 25). Embora o brometo de prenila possa, em
principio, originar um carbocation alilico estabilizado por ressonancia, possibilitando
uma via de substituicdo unimolecular (Sn1), o fato de se tratar de um haleto primério,
com baixo impedimento estérico, favorece o alinhamento orbital necessario para o ataque
nucleofilico direto, predominando 0 mecanismo Sn2. Ademais, os dados

espectroscopicos de RMN indicam exclusivamente a formacdo do produto prenilado
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esperado, sem evidéncias da formacdo de subprodutos compativeis com uma via Sn1
(Figura 26).

R2 RZ

R'I R1
Produto via Sy1
N S + /\)\
AN N Br

Figura 26: Mecanismo proposto de substituicdo Sn1 via carbocétion alilico.
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5. CONCLUSOES

Neste capitulo, os compostos planejados foram sintetizados e devidamente
caracterizados. As chalconas apresentaram maior atividade citotoxica em todas as
linhagens celulares avaliadas quando comparadas as diidrochalconas, resultado atribuido,
principalmente, a presenga da ligagdo a,B-insaturada, que atua como grupo aceptor do
tipo Michael.

Verificou-se também uma correlacdo positiva entre o nimero de grupos metila
presentes no anel aromatico e a atividade citotoxica das diidrochalconas. Este trabalho
constitui o primeiro relato na literatura a avaliar sistematicamente o efeito da metilacédo
diretamente no anel aromatico de chalconas e diidrochalconas sobre sua atividade
citotoxica.

Adicionalmente, foram sintetizadas e caracterizadas quatro chalconas O-
preniladas inéditas (CHAPr-I a CHAPr-1V). Contudo, ndo foi possivel realizar a
avaliacdo bioldgica desses derivados no escopo deste capitulo. Ainda assim, os resultados
obtidos reforcam o potencial das chalconas como estruturas quimicas bioativas relevantes
e fornecem bases solidas para estudos futuros voltados a otimizagdo estrutural e a

avaliacdo de seu potencial anticancer.
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6. PARTE EXPERIMENTAL

6.1. Reagentes e instrumentos

A (E)-1-(2-hidroxifenil)-3-fenilpropen-1-ona (CHA-I), 1-(2-hidroxi-4-metilfenil)
etan-1-ona (AC-II), 1-(2-hidroxi-5-metilfenil) etan-1-ona (AC-III), 1-(2-hidroxi-4,5-
dimetilfenil) etan-1-ona (AC-1V), benzaldeido, formiato de amdnio, t-butoxido de
potassio, brometo de prenila, hidroxido de sodio, Alamar Blue (resazurina), meio
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), soro fetal bovino (FBS), penicilina,
estreptomicina, iodeto de propidio (PI), Hoechst 33342, Ludox®, solucéo tampao fosfato
(PBS), dimetilsulfoxido (DMSO) e todos os solventes utilizados na sintese organica
foram adquiridos das empresas Merck KGaA (Darmstadt, Alemanha), ThermoFisher
Scientific (Waltham, Massachusetts, EUA) ou Vetec Quimica Fina Ltda (Duque de
Caxias, Rio de Janeiro, Brasil).

A pureza das substancias foi avaliada por cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD), na faixa espectral de 254 a 380
nm. As andlises foram realizadas a 35 °C, com vazao de 1,0 mL-min' e volume de inje¢do
de 20 pL. A fase movel consistiu em solugdo aquosa contendo 0,1% de &cido acético (A)
e metanol contendo 0,1% de &cido acético (B). O programa de gradiente iniciou-se com
35% de B por 1 min, seguido de 35-65% de B (1-5 min), 65-95% de B (5-7 min) e 95—

100% de B (7-12 min), com posterior reequilibrio da coluna por 5 min.

6.2. Sintese e Caracterizacao
6.2.1. Sintese das chalconas

A chalcona CHA-I foi adquirida comercialmente, enquanto as chalconas CHA-II
a CHA-IV foram sintetizadas por reacdo de condensacdo aldodlica cruzada entre as
respectivas acetofenonas comerciais (AC-11-AC-1V) (2 mmol) e benzaldeido (2 mmol),
em etanol absoluto (3 mL), sob resfriamento a 0 °C.

Apos a completa dissolucdo dos reagentes, adicionou-se lentamente, gota a gota,
300 pL de uma solucéo aquosa de hidroxido de sodio (NaOH) a 40%, observando-se a
formacdo imediata de um precipitado amarelo. A mistura reacional foi mantida sob
agitacdo a temperatura ambiente por 24 h.

Ao término da reacdo, o meio reacional foi neutralizado com &cido cloridrico

concentrado (37%). O solido formado foi entdo coletado por filtragdo a vacuo e lavado
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com etanol absoluto gelado, sendo posteriormente seco para as etapas de purificacao e

caracterizagé&o.

(E)-1-(2-hidroxi-5-metilfenil)-3-fenilpropen-1-ona (CHA-II): P.f. 102-107 °C.
Rendimento: 265,2 mg (55,7%). Sélido amarelo. LC-HRMS-QTOF (+) = 239,0915.
'"H RMN (500 MHz; CDCls) &: 2,38 (s, 3H), 7,70 (d, 1H, J = 15,5 Hz), 7,93 (d, 1H, J =
15,5 Hz), 12,68 (s, 1H), 7,35 (dd, 1H, J = 2,36; 8,51 Hz), 6,96 (d, 1H, J = 8,51 Hz), 7,47
(m, 4H), 7,68 (sL, 2H). *C RMN (125 MHz; CDCL) &: 193,7; 161,5; 145,3; 137,6; 134,7;
130,9; 129,4; 129,1; 128,7; 128,0; 120,2; 119,7; 118,4; 20,7.

(E)-1-(2-hidroxi-4-metilfenil)-3-fenilpropen-1-ona (CHA-III): P.f. 107-111°C.
Rendimento: 202,3 mg (42,5%). Solido amarelo. LC-HRMS-QTOF (-) = 239,1113. *H
RMN (500 MHz; CDCl:) 6: 2,40 (s, 3H), 7,68 (d, 1H, J = 15,5 Hz), 7,93 (d, 1H, J = 15,5
Hz), 12,93 (s, 1H), 6,87 (s, 1H), 6,79 (d, 1H, J = 8,2 Hz), 7,83 (d, 1H, J = 8,2 Hz), 7,46
(m, 3H), 7,69 (m, 2H). *C RMN (125 MHz; CDCls) &: 117,8; 163,9; 118,7; 148,2; 128,6;
134,7; 193,1; 120,2; 145,0; 22,1; 130,8; 129,6; 129,9; 129,0.

(E)-1-(2-hidroxi-4,5-dimetilfenil)-3-fenilpropen-1-ona (CHA-1V): P.f. 104,8-109 °C.
Rendimento: 189,5 mg (37,6%). Sélido amarelo. LC-HRMS-QTOF (+) = 253,1273.

"H RMN (500 MHz; CDCls) 8: 2,30 (s, 3H), 2,28 (s, 3H), 7,91 (d, 1H, J = 15,46 Hz), 7,66
(d, 1H, J = 15,46 Hz), 12,75 (s, 1H), 6,84 (s, 1H), 7,64 (s, 1H), 7,46 (m, 3H), 7,70 (m,
2H). 3C RMN (125 MHz; CDCls) &: 193,1; 162,0; 147,2; 144,8; 134,8; 130,8; 129,7;
129,0; 128,6; 127,2; 120,4; 119,2; 117,9; 20,6; 19,1.

6.2.2. Sintese das diidrochalconas

A hidrogenacéo seletiva das chalconas CHA-I a CHA-IV, visando & obtengdo das
diidrochalconas correspondentes (DHC-I-DHC-1V), foi realizada com base no método
descrito por Ahmed e Lier (2006), com adaptacdes.

Inicialmente, as chalconas CHA-1-1V (1 mmol) foram adicionados 3 mL de uma
solucéo de formiato de amonio (HCO2NH.), previamente preparada pela dissolugdo de
110 mg do sal em uma mistura metanol/THF (2:1, v/v). Em seguida, adicionou-se Pd/C
(60 mg, 10% p/p), e a mistura reacional foi mantida sob agitacdo por 24 h, sob atmosfera

inerte de nitrogénio.
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Apdbs o tempo reacional, o0 meio foi diluido com THF e filtrado para remogéo do
catalisador. A fase orgénica foi entdo submetida a extrag@es liquido—liquido com agua,
seca com sulfato de sodio anidro (Na2SOs), filtrada e concentrada sob pressdo reduzida.

1-(2-hidroxifenil)-3-fenilpropan-1-ona (DHC-1). Rendimento: 192 mg (85%). Oleo
amarelo-escuro. LC-HRMS-QTOF (—) =255,09221. 'H RMN (500 MHz; CDCls) 6: 3,25
(t,2H, J = 7,72 Hz), 2,97 (t, 2H, J = 7,72 Hz), 7,92 (d, 2H, J = 7,57 Hz), 7,51 (t, 1H, J =
7,41 Hz), 7,40 (t, 2H,J=7,72 Hz), 7,08 (d, 1H, J = 7,57 Hz), 7,02 (td, 1H, J = 7,70; 1,90
Hz), 6,81 (d, 1H, J =7,88 Hz), 6,73 (t, 1H, J = 7,41 Hz). *C RMN (125 MHz; CDCls) &:
201,3; 155,1; 136,7; 132,9; 129,9; 128,3; 127,9; 127,3; 127,1; 119,3; 114,7; 38,6; 25,4.

1-(2-hidroxi-5-metilfenil)-3-fenilpropan-1-ona (DHC-11). Rendimento: 237 mg
(99%). Oleo amarelo-escuro. LC-HRMS-QTOF (+) = 241,1259. *H RMN (500 MHz;
CDCls) 6: 2,35 (s, 3H), 3,37 (t,2H, J = 7,72 Hz), 3,12 (t, 2H, J = 7,72 Hz), 12,24 (s, 1H),
7,57 (sL, 1H), 6,95 (d, 1H, J = 8,51 Hz), 7,29-7,40 (m, 6H). 3C RMN (125 MHz; CDCL)
d: 205,6; 160,4; 140,9; 137,5; 129,6; 128,7; 128,5; 128,1; 126,4; 119,0; 118,3; 40,1; 30,0;
20,6.

1-(2-hidroxi-4-metilfenil)-3-fenilpropan-1-ona (DHC-I11). Rendimento: 186 mg
(77,5%). Oleo amarelo-escuro. LC-HRMS-QTOF (-) = 239,1089. *H RMN (500 MHz;
CDCl) &: 2,38 (s, 3H), 3,33 (t, 2H, J = 7,72 Hz), 3,10 (t, 2H, J = 7,72 Hz), 12,40 (s, 1H),
6,73 (dd, 1H, J =1,89, 8,20 Hz), 6,83 (sL, 1H), 7,66 (d, 1H, J = 8,20 Hz), 7,23 — 7,37 (m,
S5H). BC RMN (125 MHz; CDCl) o: 204,9; 162,6; 148,0; 140,9; 129,8; 128,6; 128,4;
126,3; 120,3; 118,6; 117,1; 39,9; 30,1; 22,0.

1-(2-hidroxi-4,5-dimetilfenil)-3-fenilpropan-1-ona (DHC-1V). Rendimento: 242,7 mg
(95%). Oleo amarelo-escuro. LC-HRMS-QTOF (-) = 253,1238. *H RMN (500 MHz;
CDCls) 8: 2,23 (s, 3H), 2,29 (s, 3H), 3,33 (t, 2H, J = 7,88 Hz), 3,10 (t, 2H, J = 7,88 Hz),
12,21 (s, 1H), 6,82 (s, 1H), 7,49 (s, 1H), 7,24-7,37 (m, 5H). *C RMN (125 MHz; CDCls)
8:204,7; 160,7; 146,9; 141,1; 130,0; 128,6; 128,5; 127,3; 126,3; 119,0; 117,2; 40,0; 30,1;
20,5; 19,0.

6.2.3. Sintese das chalconas preniladas

As chalconas correspondentes (1,0 eq) foram dissolvidas em THF anidro (2 mL) e
mantidas sob atmosfera inerte de nitrogénio, com agitacéo e resfriamento em banho de

gelo. Em seguida, adicionou-se brometo de prenila (1,3 eq), seguido da adicéo de terc-
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butdxido de potassio (KOtBu, 1,5 eq). Observou-se imediatamente o desenvolvimento de
coloragdo vermelha, atribuida a formag&o do ion fenoxido.

A mistura reacional foi mantida sob agitacio em banho de gelo por 1 h e,
posteriormente, deixada reagir até o consumo dos reagentes, indicado pela mudanca
gradual da coloracdo vermelha para amarela, o que ocorreu em aproximadamente 20 h.

Ao final do tempo reacional, adicionou-se agua destilada (3 mL) ao meio reacional
contendo THF, e a mistura foi submetida a extra¢des liquido—liquido. A fase orgénica foi
lavada com solucgéo saturada de cloreto de sddio (3 x 3 mL), seca sobre sulfato de sodio
anidro (Na2S0O.), filtrada e concentrada sob pressao reduzida.

Os produtos brutos foram purificados, quando necessario, por cromatografia em
coluna em silica gel (10 g) como fase estacionéria, utilizando misturas de hexano:
diclorometano (20 — 50%) como fase movel, fornecendo as chalconas preniladas com

rendimentos variando entre 30 a 70% (Rivera, et al., 2022).

(CHAPTr-1). Rendimento: 50%. Oleo amarelo. LC-HRMS-QTOF (+) 293,2043. *H RMN
(500 MHz; CDCls) 6: 1,76 (s, 3H); 1,83 (s, 3H); 4,60 (d, 2H, J = 6,6 Hz); 5,58 (t, 1H, J =
6,6 Hz); 6,97 (m, 2H); 7,35 (td, 1H, J = 8,8; 7,5; 1,8 Hz); 7,49 (t, 1H, J = 7,5 Hz); 7,57
(t, 1H, 7,3 Hz); 7,61 (dd, 1H, J = 1,8; 7,72); 7,79 (d, 1H, J = 15,8 Hz); 8,11 (d, 1H, J =
15,8 Hz); 8,04 (dd, 1H, J = 8.4; 1,3 Hz). 3C RMN (125 MHz; CDCL) &: 191; 158,4;
140,9; 138,6; 138,5; 132,6; 131,7; 130,3; 128,6; 128,5; 124,1; 122,9; 120,7; 119,4; 112 4;
65,2; 25,9; 18,3.

(CHAPr-I1). Rendimento: 30%. Oleo amarelo. LC-HRMS-QTOF (+) 307,1306. tH
RMN (500 MHz; CDCls) &: 1,64 (s, 3H); 1,67 (s, 3H); 2,25 (s, 3H); 4,51 (d, 2H, J = 6,6
Hz); 5,42 (t, 1H, J = 6,6 Hz); 6,83 (d, 1H, J = 8,5 Hz); 7,19 (m, 1H); 7,31 (m, 3H); 7,57
(d, 1H, J = 15,9 Hz); 7,52 — 7,46 (3H, m); 7,45 (d, 1H, J = 2,5 Hz). 3C RMN (125 MHz;
CDCl) &: 192,5; 155,9; 142,2; 135,5; 133,7; 131,0; 130,2; 130,0; 128,8; 128,3; 127,5;
119,5; 113,3; 65,8; 25,7; 20,3; 18,2.

(CHAPr-I11). Rendimento: 30%. Oleo amarelo. LC-HRMS-QTOF (+) 307,1553. 'H
RMN (500 MHz; CDCls) 6: 1,73 (s, 3H); 1,76 (s, 3H); 2,40 (s, 3H); 4,60 (d, 2H, J = 6,6
Hz); 5,53 (t, 1H, J = 6,6 Hz); 6,80 (s, 1H); 6,84 (d, 1H, J = 7,8 Hz); 7,38 (m, 3H); 7,57
(m, 2H); 7,64 (d, 2H); 7,68 (d, 1H, J = 15,8 Hz). *C RMN (125 MHz; CDCls) &: 191,6;
158,2; 144,4, 141,8; 138,6,; 135,6; 131,1; 129,9; 128,8; 128,3; 127,6; 126,5; 121,7; 119,3;
113,8; 65,5; 25,7; 22,0; 18,3.



179

(CHAPr-1V). Rendimento: 70%. Oleo amarelo. LC-HRMS-QTOF (+) 321,2019. tH
RMN (500 MHz; CDCls) &: 1,72 (s, 3H); 1,76 (s, 3H); 2,23 (s, 3H); 2,30 (s, 3H); 4,57 (d,
2H, J = 6,6 Hz); 5,52 (t, 1H, J = 6,6 Hz); 6,79 (s, 1H); 7,38 (m, 3H); 7,57 (m, 3H); 7,66
(s, 2H). *C RMN (125 MHz; CDCls) 8: 191,6; 156,5; 143,0; 141,7; 138,5; 135,7; 131,8;
129,9; 129,0; 128,8; 128,3; 127,7; 126,5; 119,5; 114,7; 65,5; 25,8; 20,5; 18,7; 18,3.

6.3. Predicdo de ADME

Vale destacar que, embora a sintese dos compostos tenha sido realizada na
Universidad de Céadiz, na Espanha (periodo do PDSE-CAPES), os estudos in silico, bem
como os ensaios bioldgicos foram conduzidos pelo Dr. Otavio Augusto Chaves na
Universidade de Coimbra, Portugal.

A absorcdo, distribuicdo, metabolizacdo e excrecdo (ADME), bem como os
parametros fisico-quimicos, de similaridade com farmacos e outros parametros
relacionados foram estimados para os compostos CHA-I-1V e DHC-I-IV utilizando o
servidor gratuito SwissADME (Daina, et al., 2017) (http://www.swissadme.ch, acessado
em maio de 2025).

6.4. Ensaios celulares

As linhagens celulares CT26, 4T1 e U20S (c6lon murino, mama murina e
osteossarcoma de origem primaria, respectivamente) foram cultivadas e mantidas em
meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS) e 1% de Penicilina-
Estreptomicina (PS), a 37 °C, em ambiente umidificado contendo 95% de ar e 5% de
dioxido de carbono. Antes de cada ensaio, as células foram lavadas com solugdo tampéo
fosfato salina (PBS) e descoladas com solucdo de tripsina-EDTA. As células foram
semeadas em placas de 96 pocos na densidade de 5.000 células/poco para CT26 e 4T1, e
6.000 células/poco para U20S, sendo deixadas por 24 horas para aderéncia ao fundo dos
pOGOS.

As solugdes estoque dos compostos CHA-I-1V, DHC-I-1V e cisplatina (controle
positivo) foram preparadas em DMSO na concentracdo de 100 mM. Solugdes de trabalho
com diferentes concentragoes (200, 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,13, 1,56 ¢ 0,78 uM) foram
preparadas e adicionadas as células por 48 horas a 37 °C. A viabilidade celular foi
avaliada por meio do ensaio com Alamar Blue (resazurina), conforme descrito na

literatura (Boland, et al., 2015; Mata, et al., 2024). Os ensaios foram realizados em
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duplicata ou triplicata, em trés experimentos independentes, e os resultados foram

expressos como média + erro padrdo da média.

6.5. Imagens de microscopia

As células 4T1 (30.000 células/pogo) foram semeadas em uma placa de 24 pogos e
deixadas aderir por 24 horas. Em seguida, CHA-I e CHA-II foram adicionados nas
concentracdes de 50 e 100 uM. Alteracdes morfologicas foram avaliadas, e imagens das
células foram capturadas apés 2, 4 e 24 horas de incubacdo, utilizando microscopia de
fluorescéncia e uma objetiva de 20 vezes. Cerca de 15 minutos antes de cada ponto de
tempo, foram adicionados as células 1 pL de Hoechst 33342 (10 mg/mL) e 4 pL de iodeto
de propidio (PI) (0,1 mg/mL).

6.6. Docagem molecular

A estrutura de uma isoforma do citocromo P450 (CYP450, isoforma 2C19) foi obtida
no Protein Data Bank (PDB) com o codigo 4GQS (Reynald, et al., 2012). As estruturas
quimicas dos compostos CHA-I-IV e DHC-I-IV foram construidas e minimizadas
energeticamente utilizando o software Spartan'18 (Wavefunction, Inc., Irvine, CA, EUA).
Por outro lado, os célculos de acoplamento molecular foram realizados com o software
GOLD 2024.3 (Cambridge Crystallographic Data Centre, Cambridge, CB2 1EZ, Reino
Unido) ao redor do centro metalico do cofator ferro protoporfirina IX (HEME) para o
PDB ID 4GQS.
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Figura S37 — Espectro de RMN de 3C (125 MHz, CDCls) da DHC-IV.
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Figura S39 — Cromatograma e curva UV da DHC-1V de 254 — 380 nm (Pureza: 94 %).
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Figura S40 — Espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCls) da CHAPT-I.
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Figura S41 — Ampliagdo (6H 8,1 — 6,9 € 5,6 — 4,5) do espectro de 500 MHz de CHAPr-1 em CDCls.



231

140.9
138.6
138.5
132.6
131.7
130.3
128.6
128.5
124.1
122.9
120.7
119.4
112.4

|
|

a ™M
n oo
N -
\
Q N
(o)} LN LN
— — O
| \ .
| ‘ "
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0

f1 (ppm)

Figura S42 — Espectro de RMN de 3C (125 MHz, CDCls) da CHAPr-I.
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Figura S45 — Ampliagao (6H 7,7 — 6,7 € 5,5 — 1,5) do espectro de 500 MHz de CHAPr-I1 em CDCls.
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Figura S46 — Espectro de RMN de 3C (125 MHz, CDCls) da CHAPr-I1.
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Figura S47 - Cromatograma e curva UV da CHAPr-II de 254 — 380 nm (Pureza: 95 %).
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Figura S48 — Espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCls) da CHAPr-II1.
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Figura S49 — Ampliagdo (6H 7,9 — 6,6 € 5,5 — 1,5) do espectro de 500 MHz de CHAPr-I11 em CDCls.
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Figura S50 — Espectro de RMN de 3C (125 MHz, CDCls) da CHAPr-III.
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Figura S51 - Cromatograma e curva UV da CHAPr-111 de 254 — 380 nm (Pureza: 96 %).
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Figura S52 — Espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCls) da CHAPr-IV.
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Figura S54 — Espectro de RMN de 3C (125 MHz, CDCls) da CHAPr-1V.



244

mAU
1Max Plot-254-380nm,4nm (1.00)
2750
: 900
2500 Q
1 800l @
22504 70
1 6007
2000-] 5004 ©
1 =}
1 400 )
1750+ 3001
1 2004
1500+
1 100 -
] ©
1 <
1250 Q
] ™
1 — T T — — — — <
1 200 250 300 350 400 450 nm d
1000-| S
] “®
] <
1 c
750 o
] N o A
il o ® O
500-| 8 SF N ‘
] S Go d o
4 o =3 ~N o \
= N [e'e) \
250-] S 23 e & \
1 S oo 3 9
] 2ER EE J S|
0 ] 4‘47§£ﬁﬁuﬁﬁ i&’j\j(

0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 min

Figura S55 - Cromatograma e curva UV da CHAPr-1V de 254 — 380 nm (Pureza: 97 %).



