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RESUMO

CARVALHO, T. C. Biotransformacdes dos terpenos B-cariofileno e acido 3f-acetoxi-
copalico presentes em oleorresinas de Copaifera sp utilizando fungos filamentosos e
bactérias do trato gastrointestinal e avaliacdo da atividade citotdxica dos derivados
obtidos. 2016. 197f. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto
— Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2016.

Oleorresinas de espécies de Copaifera sp sdo amplamente utilizadas na medicina popular
brasileira e estudos quimicos e biol6gicos demonstram que diterpenos e sesquiterpenos
estdo entre o0s principais compostos bioativos das oleorresinas. Um importante fator para a
avaliacdo da seguranca e eficacia de farmacos é o conhecimento sobre o seu metabolismo,
0 qual pode ser adquirido por meio de estudos de biotransformacgdo utilizando fungos
filamentosos e bactérias do trato gastrointestinal. Os fungos filamentosos sdo organismos
eucariotos e o aparato enzimatico se assemelha com o dos mamiferos podendo contribuir
para a elucidacao de rotas metabdlicas fornecendo informac6es sobre a formacdo de produtos
farmacologicamente ativos, inativos ou toxicos para o organismo. Esses estudos podem ainda
contribuir para a obtencdo de substancias inéditas com potencial atividade bioldgica. O uso de
bactérias da microbiota intestinal em estudos de metabolismo também é importante, pois 0s
medicamentos e alimentos, quando ingeridos, podem ser metabolizados por essas bactérias que
colonizam o trato gastrointestinal. O objetivo deste estudo foi avaliar o potencial de fungos
filamentosos e de bactérias do trato gastrointestinal para biotransformar o acido 3p3-
acetoxi-copalico e B-cariofileno, presentes em oleorresinas de Copaifera, bem como isolar os
produtos de biotransformacdo para avaliacdo da citotoxidade. Os experimentos de
biotransformacdo foram realizados com 10 linhagens de fungos filamentosos e com 8
linhagens de bactérias do trato gastrointestinal. Os extratos obtidos em acetato de etila das
culturas das biotransformacdes do diterpeno foram analisados por CLAE/DAD/CAD e
CLAE-EM e os extratos obtidos em n-hexano e em acetato de etila das culturas das
biotransformacfes do sesquiterpeno, bem como a fragdo volatil captada das culturas por
microextracdo em fase sélida (SPME) no modo headspace, foram analisados por CG-EM.
Todos 0s micro-organismos testados foram capazes de biotransformar o acido 3p-acetoxi-
copélico e 9 produtos de biotransformacéo foram isolados, suas estruturas quimicas foram
identificadas, sendo seis inéditos e todos os produtos foram avaliados quanto a atividade
citotoxica frente as linhagens celulares de glandulas mamarias normais (MCF-10A) e de
adenocarcinoma mamario (MCF-7). Todos os metabdlitos do acido 3pB-acetoxi-copalico
apresentaram menor citotoxidade frente as linhagens avaliadas do que o proprio acido 3p-
acetoxi-copalico. Os fungos A. niger, A. brasiliensis e as trés linhagens de Cunninghamella
foram capazes de biotransformar o -cariofileno. Entretanto, como néo foram obtidos bons
rendimentos nesses processos, ndo foi possivel isolar os produtos de biotransformacédo. Com o0s
dados obtidos foi possivel apenas elaborar uma proposta para a estrutura quimica de um dos
produtos oriundos da biotransformacédo do B-cariofileno realizada com C. echinulata ATCC
9245.

Palavras-chave: Biotransformagao, p-cariofileno, acido 3[p-acetoxi-copalico e atividade

citotoxica






Srroctegrio

1 INTRODUCAO E REVISAO DA LITERATURA

1.1 Oleorresina de Copaifera: Composicdo quimica, atividades

bioldgicas e uso popular

Os produtos de origem natural desempenham papéis importantes na medicina
(Montanari & Bolzani, 2001; Balunas & Kinghorn, 2005), fornecendo medicamentos cuja
producdo sintética € muito complexa, substancias que sdo ligeiramente modificadas para
tornarem-se mais eficazes, prototipos para novos farmacos, entre outras contribuicées. Além
disso, a populacdo utiliza plantas medicinais para prevencdo e cura de uma gama de
enfermidades.

Dentre todas as plantas medicinais comumente utilizadas pela populacdo brasileira,
temos as arvores do género Copaifera pertencente a familia Leguminosae Juss., sub-familia
Caesalpinioideae Kunth., a qual possui 72 espécies, sendo que um grande nimero destas se
encontram no Brasil (Veiga Jr & Pinto, 2002; Lima Neto et al., 2008), se destaca em funcéo de
suas acdes farmacologicas (Veiga Jr et al., 1997; Veiga Jr et al., 2007; Almeida et al., 2012).

As propriedades bioldgicas relacionadas as copaibeiras estdo em sua grande maioria
associadas ao uso de seu material balsamico, que é obtido por extracdo dos troncos das arvores,
sendo também encontrado em canais secretores localizados em todas as partes da arvore. Este
balsamo, também conhecido como oleorresina, é um produto do metabolismo secundério destas
espécies vegetais, que funciona como defesa contra animais, fungos e bactérias (Veiga Jr et al.,
2002; Tappin et al., 2004).

A oleorresina foi bastante difundida entre os indios latino-americanos, sendo no Brasil
utilizada desde o século 16, pelos indigenas do norte e do nordeste brasileiro (Almeida et al.,
2012). As propriedades bioldgicas desse balsamo tdo apreciado pelos indios no século passado,

ainda continuam sendo exploradas na medicina popular para diversas enfermidades.
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A oleorresina pode ser administrada oralmente ou por meio de aplicacdes topicas in
natura ou associadas a formulacdes farmacéuticas como as pomadas (Paiva et al., 1998; Tappin
etal., 2004; Romero, 2007) para uso como cicatrizantes, diuréticos, expectorantes, antitumoral,
antimicrobiano, anti-inflamatorio, afrodisiaco, antisséptico, antitetanico, principalmente sobre
0 umbigo de criangas recém nascidas, entre outros (Pio Corréa, 1984; Basile et al., 1988; Veiga
Jretal., 1997; Veiga Jr et al., 2002; Maciel et al., 2002, Almeida et al., 2012).

Os constituintes da oleorresina de Copaifera langsdorfii sdo em sua maioria
sesquiterpenos e diterpenos com esqueletos do tipo labdano e caurano (Ferrari, et al., 1971;
Veiga Jr& Pinto, 2002; Tappin et al., 2004; Veiga Jr et al., 2007; Lima Neto et al., 2008). Ja
foram isoladas e caracterizadas diferentes amostras e reportadas na literatura aproximadamente
30 diferentes estruturas quimicas de diterpenos e identificados mais de 70 hidrocarbonetos
sesquiterpénicos (Veiga Jr & Pinto, 2002; Veiga Jr. et al., 2007).

Dentre as substancias identificadas estdo: B-cariofileno, a-copaeno, B-bisaboleno, &-
bourbouneno, cipereno, a-humuleno e y-cadineno, &cido ent-16-p-caurano-19-6ico, &cido ent-
caura-16-en-19-0ico, acido hardwickiico, colavenol, cis-colavenol, acido ent-agatico, acido
polialtico, acido copalico e acido 11-acetdxi-copalico, os quais foram descritos, na literatura,
em grande parte das oleorresinas de diferentes espécies de Copaifera estudadas (Ferrari, et al.,
1971; Ohsaki, et al., 1994; Veiga Jr & Pinto ., 2002; Souza et al., 2011).

Dentre esses sesquiterpenos, pode-se destacar o B-cariofileno (Figura 1a), que é um dos
compostos majoritarios da oleorresina de algumas espécies Copaifera e também de Gleos
essenciais de diversos géneros de plantas provenientes de diferentes regides (Siani et al., 1999;
Ramos et al., 2000; Limberger et al., 2004; Sousa et al., 2006). Vérias atividades bioldgicas
foram atribuidas a este sesquiterpeno, tais como: antiedematogénica, fagorrepelente, anti-
inflamatdria, antitumoral, bactericida, insetifuga, espasmolitica e protetora contra danos no
DNA (Shimizu, 1990; Jacobson et al., 1990; Keeler et al., 1991; Zheng et al., 1992; Kang et

al., 1992; Duke, 1992; Veiga Junior et al., 2007; Di Sotto et al., 2010).
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Figura 1: Estruturas quimicas do B-cariofileno (A) e do acido 3B-acetoxi-copalico (B)

A biossintese do B-cariofileno (Figura 2) envolve a ciclizacdo do pirofosfato de
farnesila (FPP), precursor dos sesquiterpenos, iniciada pelo ataque da nuvem m ao carbono
eletrofilico, com consequente expulsdo do grupo difosfato, outra ciclizacdo e posterior
protonacdo, quando ocorre a oxidacao da ligacdo dupla e formacgdo do éxido de cariofileno
(Dewick, 2002). O 6xido de cariofileno é encontrado nos padrdes de B-cariofileno devido a fécil

formagéo do mesmo.
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Figura 2: Formagdo do B-cariofileno e 6xido de cariofileno

Os diterpenos sdo biossintetizados a partir do acido meval6nico, através do pirofosfato
de 2E, 6E, 10E-geranilgeranila (GGPP). De acordo com o nimero de anéis e o padrdo de
ciclizacdo de suas estruturas quimicas, os diterpenos séo divididos em aciclicos, biciclicos,
triciclicos, tetraciclicos, macrociclicos e mistos (Hanson, 2004).

Entre os diterpenos encontrados em oleorresinas de Copaifera podemos destacar
também, devido suas propriedades bioldgicas, o acido 3f-acetoxi-copalico (Figura 1b) o qual

é um diterpeno de esqueleto do tipo labdano (biciclico).
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Vaérios artigos cientificos reportam a um grande nimero de atividades bioldgicas que
sdo atribuidas aos diterpenos, tais como inseticida, anti-inflamatdria, antioxidante,
anticoagulante e antimicrobiana, as quais estdo associadas ao esqueleto hidrofébico e a uma
porcdo hidrofilica oxigenada (Costa et al., 1996; Porto et al., 2009; Khan et al., 2010; Zheng et
al., 2010; Aguiar et al., 2010; Kim et al., 2010; Kihampa et al., 2010; Vallim et al., 2010;
Valotto et al., 2011).

Com todas essas atividades relatadas e considerando que a oleorresina de Copaifera sp.
¢ a matéria-prima vegetal mais utilizada na medicina popular no Brasil (Sousa et al., 2012),
ressalta-se a importancia do estudo das possiveis transformac@es dessas substancias que podem

ocorrer no metabolismo humano.
1.2 Biotransformacao e sua importancia

Biotransformacéo se define como o uso de sistemas biol6gicos para a realizacdo de
modificagdes quimicas em substancias que nao constituem os substratos naturais, ou seja,
compreende a metabolizacdo de xenobioticos (Hanson et al., 1995; Barreiro et al., 1996).

As biotransformacdes podem ser realizadas utilizando suspens@es de células vegetais,
células integras de micro-organismos (bactérias, fungos filamentosos, microalgas,
cianobactérias e leveduras) e microssomas hepaticos. Enzimas isoladas de diferentes fontes
podem ser utilizadas em processos denominados biocatalises que visam também promover a
modificacdo das estruturas quimicas das substancias de interesse (Faber, 1997; Giri et al., 2001;
Carvalho & Fonseca, 2006).

O uso de micro-organismos para mimetizar o metabolismo de farmacos em mamiferos
¢ de importancia farmacéutica e bastante relatada, constituindo uma etapa importante e

necessaria na avaliacdo da eficacia e seguranca dos mesmos (Asha & Vidyavathi, 2009).
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As reacdes que ocorrem no metabolismo dos mamiferos apos ingestao de farmacos nao
ocorrem apenas quando a administracdo é realizada via oral, mas também quando os farmacos
sdo administrados por via intravenosa e via retal (Sousa et al., 2008).

A utilizacdo de fungos filamentosos é importante para esses estudos e segue 0 conceito
de que os fungos sdo organismos eucariotos e o0 aparato enzimatico se assemelha com o
metabolismo dos mamiferos (Abourashed et al., 1999). Os modelos microbianos do
metabolismo animal, baseados na similaridade do metabolismo hepatico e enzimatico
microbiano, tornaram-se uma alternativa promissora para elucidacdo da rota metabodlica de
compostos exdgenos que podem ser transformados em substancias benéficas como no caso dos
fitoestrogenos (Raimondi et al., 2009) ou prejudiciais (derivados téxicos, mutagénicos ou
carcinogénicos) como no caso do metronidazol (Faigle et al., 1993; Abourashed et al., 1999;
Raimondi et al., 2009).

Na literatura h& estudos de biotransformacgdes in vitro conduzidos com fungos
filamentosos que foram capazes de fornecer os mesmos metabolitos obtidos em reacdes de fase
| e fase Il, detectados nos estudos de metabolismo em humanos de vérios farmacos,
demonstrando assim a semelhanca entre o metabolismo de xenobioticos realizados por
mamiferos e por fungos filamentosos. (Venisetty & Ciddi, 2003, Kutrzeba et al., 2009; Asha &
Vidyavathi, 2009).

Pode-se mencionar como exemplo a biotransformacéo da camptotecina por Aspergillus
sp que gerou a 10-hidroxicamptotecina, substancia também detectada em mamiferos (Venisetty
& Ciddi, 2003). Outro exemplo é o da biotransformagdo do antimalérico artemisinina por
Penicillium chrysogenum e Nocardia corallina que resultou nos metabolitos desoxiartemisinina
e 3a-hidroxi-desoxiartemisinina, também detectados em mamiferos (Venisetty & Ciddi, 2003).
A biotransformacdo do antitumoral taxol (Paclitaxel) por Nocardia albus resultou na produgéo

de varios metabolitos e entre estes o 13-deacilpaclitaxel, também detectado em mamiferos.
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Outros micro-organismos também foram utilizados com sucesso em processos de
biotransformacdo para reproduzir o metabolismo de farmacos em mamiferos, entre estes:
Aspergillus alliaceus, Curvularia lunata, Beauveria bassiana, espécies de Cunninghamella,
Streptomyces e do género Pseudomonas (Venisetty & Ciddi, 2003).

O uso de bactérias pertencente a microbiota intestinal também sdo importantes em
estudos de metabolismo in vitro, pois os medicamentos e alimentos, quando ingeridos, podem
ser metabolizados por essas bactérias que colonizam o trato gastrointestinal (Raimondi et al.,
2009) na ordem de 10 a 10'® UFC por grama de contetido do intestino grosso (Sousa et al.,
2008). Ja foram identificadas 500 ou mais espécies diferentes anaerdbias e anaerdbias
facultativas (Kaper et al., 2005; Rubinstein, 1990; Dunne, 2001; Ding et al., 2009) no intestino
humano.

Sousa e colaboradoes em 2008 descrevem diversos farmacos metabolizados pela
microbiota intestinal e demonstram a importancia da realizacdo desses estudos no
desenvolvimento de novos medicamentos, pois essas modificacOes realizadas por bactérias do
trato gastrointestinal podem tornar algumas substancias mais potentes ou mais toxicas apés a
biotransformacdo, como também podem inativar seu efeito, sendo assim uma importante
ferramenta nos estudos de metabolismo.

Um relevante exemplo da importancia desses estudos foi relatado por Zheng e
colaboradores em 2013 sobre a biotransformacédo de melamina pela microbiota intestinal. Esse
estudo demonstrou que a melamina (1,3,5-triazina-2,4,6-triamina) que é um pd branco e
cristalino, considerado nocivo se ingerido, inalado ou absorvido através da pele, bastante
utilizado na fabricagdo de plasticos, resinas, copos e pratos, empregado também para adulterar
testes de dosagem de proteinas em produtos alimenticios como leite, ao ser biotransformado é
parcialmente convertido em &cido ciandrico.

Esse produto (acido cianurico) formado pode causar intoxicacdo e danos renais, na

China em 2008 ocorreu uma alta incidéncia de lesdes renais em lactantes e criangas expostas
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ao leite contaminado, porém algumas criancas ndo apresentavam sintomas de intoxicacéo, pois
apenas alguns individuos apresentavam a bactéria Klebsiella terrigena presente em sua
microbiota, a qual é responsavel por essa biotransformacéo (Zheng et al. 2013).

Estes micro-organismos pertencentes a microbiota gastrointestinal desenvolvem
funcBes importantes no local em que colonizam. Evidéncias indicam que a microbiota intestinal
regula a nossa fisiologia e metabolismo (Lahti et al. 2013) e dentre estas fungdes destacam-se:
a capacidade de impedir ou reduzir a multiplicacdo de micro-organismos exogenos que
eventualmente penetrem no ecossistema digestivo; capacidade de modular algumas
caracteristicas da fisiologia digestiva, como a imunidade da mucosa e a permeabilidade
intestinal; capacidade de oferecer diversas fontes energéticas e de vitaminas; capacidade de
realizar reacBes metabdlicas de reducéo, hidrdlise e ruptura de anéis heterociclicos, produzindo
substancias menos polares de baixo peso molecular (Sekirov et al., 2010).

Em condicdes fisioldgicas normais, as bactérias ndo se encontram no estdmago, dadas
as suas condicOes de acidez, encontrando-se em baixa extensdo ao longo do intestino delgado.
O nimero de micro-organismos aumenta gradualmente ao longo do intestino delgado e encontra
a sua expressdo maxima em torno da valvula ileocecal (Faigle,1993). No préprio célon, a
velocidade de crescimento dos micro-organismos é maxima nas suas regides proximais, na
medida em gue a concentracdo de fontes energéticas é superior (Vandamme et al., 2001).

A via de administracdo oral é a preferida para administracdo de farmacos, sendo que
84% dos cinquenta medicamentos mais vendidos na Europa e Estados Unidos sdo
administrados por esta via (Lennernas et al., 2005). Todos os farmacos administrados por via
oral passam pelo metabolismo hepatico e pelo metabolismo bacteriano, este Ultimo ocorrendo
principalmente no trato gastrointestinal inferior, se ndo forem totalmente absorvidos no trato
gastrointestinal superior.

Farmacos administrados por via intravenosa ou 0s que sdo totalmente absorvidos no

trato gastrointestinal superior podem ainda alcangar o trato gastrointestinal inferior, por
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secrecdo ou difusdo, a partir da circulacéo sistémica para o limen intestinal, ou por terem sido
excretados na bile, possivelmente como conjugados, seguindo por um processo conhecido
como recirculacdo entero-hepatica. Farmacos também podem entrar em contato direto com a
microbiota intestinal quando administrados pela via retal na forma de supositorios ou enemas
(Sousa et al., 2008).

Sabe-se que mais de 30 farmacos disponiveis no mercado sdo modificados pelas
bactérias intestinais (Sousa et al., 2008). E necessario conhecer a influéncia que tal microbiota
exerce no metabolismo de todas as classes de farmacos a fim de ndo somente revolucionar as
estratégias terapéuticas para muitas doencas, mas também para garantir a eficicia dos
medicamentos. A acdo da microbiota sobre fArmacos deveria integrar os procedimentos para
desenvolvimento de novos medicamentos (Sousa et al., 2008).

Os micro-organismos estdo em muitos compostos lacteos utilizados para regulacéo da
microbiota intestinal, sendo comercializados como probidticos, pois conferem beneficios a
salde que podem surgir a partir da capacidade de afetar a microbiota residente (Lahti et al.
2013). Dentre estes micro-organismos que sdo fornecidos para as industrias alimenticias para a
producdo de alimentos funcionais probioticos, estdo os géneros Lactobacillus, Bifidobacterium
e Streptococcus.

Os estudos de biotransformacdo com micro-organismos também sao utilizados com o
objetivo de obter derivados com maior poténcia intrinseca e que ocasionem menos efeitos
colaterais, diminuindo, por exemplo, a toxicidade (Asakawa, 2007).

Outra aplicacdo importante é na sintese para producdo de determinadas substancias
opticamente ativas, pois as reagdes sdo altamente regiosseletiva e enatiosseletiva propiciando a
obtencdo de produtos quirais a partir de misturas racémicas. Além disso, podem propiciar a
ocorréncia de reagdes em regides totalmente inacessiveis que dificilmente seriam alcancadas

sintese quimica, ou seja, podem ser Uteis na funcionalizacdo de posi¢Ges ndo ativadas em
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moléculas organicas (Hanson, 1995; Faber, 1997; Asha & Vidyavathi, 2009; Qi-He et al.,
2009).

O uso de processos de biotransformacao para modificagdo de compostos exdgenos tem
antecedentes que datam dos trabalhos de Pasteur que foram investigados por diversos quimicos
no século X1X. Pasteur em 1958 utilizou Penicillium glaucum obtendo L-tartarato de amonio a
partir de DL-tartarato de aménio (Hanson, 1995).

No século XX as biotransformacdes comecaram a receber maiores atencdes apds as
reacOes de hidroxilagdes microbianas em esteroides bioativos e em produtos intermediarios
utilizados na sintese de corticosteroides (Peterson et al., 1952).

A producdo de corticosterona que possui acao anti-inflamatéria era produzida a partir
de acido desoxicolico em 31 etapas, sendo uma das etapas a introducdo de uma hidroxila na
posicdo 11 do esqueleto esteroidal. Hench e colaboradores (1949) conseguiram produzir
corticosterona por meio de transformacgdes microbianas de forma mais simples que os métodos
sintéticos. Esse método foi reestruturado para producdo em escala industrial e passou a ser
utilizado pelas empresas Merck e Schering (Charney & Herzog, 1967).

Outro exemplo importante na sintese de hormdnios adrenocorticoides de forma
economicamente viavel foi o da utilizacdo do fungo Rhizopus nigricans para catalisar a
hidroxilagdo na posi¢do 1la formando 1la-hidroxiprogesterona a partir da progesterona
(Peterson & Murray, 1952) e a producéo de testosterona (Figura 3) (Hench et al., 1949; Stoudt,

1960; Takahashi, 1994).

Bactérias > Leveduras,
HO 0 0

Deidroepiandrosterona Testosterona

Figura 3: Biotransformacéo de Deidroepiandrosterona em testosterona
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Em 1953 foi também descrita a hidroxila¢do na posigao 11 por meio da transformagao
por fungos filamentosos de Cortexolona produzindo hidrocortisona (Figura 4) com rendimento
de até 70% (Veézina, 1987; Silva et al., 1999; Rocha, 2010).

Outro exemplo que ocorreu na antiga Babil6nia, atual Iraque, foi a transformacdo de
etanol em &cido acético utilizando como catalisador Acetobacter (Leresche & Meyer et al.,

2006).

C. blakesleeana, C. echinulata

C. lunata (70% de rendimento)

Cortexolona O

Hidrocortisona

Figura 4: Biotransformacédo de cortexolona por fungos filamentosos

Straathof e colaboradores (2002) relataram o uso de processos de biotransformacéo em
diferentes industrias. O numero de processos iniciados em escala industrial aumentou
consideravelmente de menos de 10 processos em 1960 para 140 em 2002, demonstrando
também a crescente utilizacdo na inddstria farmacéutica e quimica que também foi reportado
por Hegazy e colaboradores (2015) no qual esses autores enfatizaram que esses processos
respeitam as estratégias da quimica verde.

Os bioprocessos sdo mais vantajosos pelo fato de utilizarem baixas temperaturas, baixas
pressbes, diminuicdo na utilizacdo de produtos quimicos e ndo utilizagdo de catalisadores
quimicos toxicos, evitando assim, desperdicios para a realizacdo de reacGes, geracdo de
residuos toxicos e alto consumo de energia (Farias & Favaro, 2011; Adamusiak et al., 2012;
Jegannathan & Nielsen, 2013; Gongalves & Marsaioli, 2013).

Dentre os setores industriais que utilizam o processo de biotransformacdo o setor

farmacéutico destaca-se com mais de 50% e a maior parte dos produtos enatiomericamente

10
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puros eram advindos de processos de biotransformacdo. Dentre as enzimas isoladas, as

hidrolases sdo as mais utilizadas nos processos de biocatalise (Straathof et al., 2002).
1.3 Biotransformacao de terpenos

Os terpendides representam uma grande classe de metabdlitos secundarios que
desempenham uma variedade de papéis em diferentes plantas e apresentam amplas atividades
bioldgicas (Sime6 & Sinisterra, 2009; Bhatti & Khera, 2014). Devido as varias fun¢bes dos
constituintes dessa classe de compostos, surge o interesse na busca de novas substancias com
aplicacdes na industria farmacéutica, de perfumes, de alimentos, na agricultura e em outros
setores, e também no conhecimento do metabolismo in vitro e in vivo dos terpenos bioativos.

Nos processos de biotransformacdo descritos no periodo de 1996 a 2006 os principais
biocatalizadores utilizados (Figura 5) nas transformacdes de terpenos foram bactérias (41%) e
fungos (33%), sendo os demais realizados por plantas (11%), enzimas isoladas (7%),
microalgas (4%), cianobactérias (2%) e leveduras (2%). O fato da utilizacdo em sua maioria ser
de células pode ocorrer devido ao baixo custo e simples obtencdo comparando com enzimas

isoladas (Carvalho & Fonseca, 2006)

= Cianobactérias = | evedura

= Microalgas \

Enzimas isoladas

Plantas Bactérias

Figura 5: Biocatalisadores nos processos de biotransformacéo com terpenos

Micro-organismos tais como Mucor plumbeus, Mucor spinosus, Mucor ramannianus,

Cunninghamella elegans, Cunninghamella blakesleana, C. echinulata, Aspergillus niger,
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Fusarium oxysporum, Fusarium moniliforme, Cephalosporium aphidicola, Microsphaeropsis
onychiuri, Curvularia luneta, Rhizopus arrhizus, R. oryzae, Alternaria alternata, Polyangium
cellulosum, Gibberella fujikuroi, Beauveria bassiana, Saccharomyces cerevisiae, Nocardia
aurantia, Bacillus sp, Pseudomonas cruciviae e Pseudomonas sp foram relatados com a
habilidade de modificar as estruturas quimicas de terpenos em geral (Aranda, et al., 1991; Kouzi
& Mcchesney, 1991; Mahato & Majumdar, 1993; Carvalho & Fonseca, 2006; Asha &
Vidyavathi, 2009; Bhatti, et al., 2014).

Reacdes de hidroxilacdo e epoxidacdo na estrutura quimica do B-cariofileno foram
realizadas por diferentes micro-organismos e também foram descritas em estudos in vivo
utilizando coelhos como apresentado na Figura 6 (Asakawa et al., 1986; Abraham et al., 1990a;
Abraham et al., 1990b; Ishida, 2005).

Segundo Abraham e colaboradores (1990a,b), processos de biotransformagdo do -
cariofileno realizados com Chaetomium cochliodes e Diplodia gossypina produziram nove e
14 diferentes produtos, respectivamente, tendo ocorrido reacdes também de epoxidacdo e

hidroxilacéo.

12



Illum,,

P. cruciviae

B_

cariofileno

Figura 6: Biotransformacdes de p-cariofileno em coelhos e biotransformagdes em micro-organismos

Nos processos de biotransformacdo com diversas espécies de micro-organismos em
terpenos do tipo labdano foram descritas reacdes de hidroxilacdo e oxidacdo em diferentes
posicBes (Aranda et al., 1991; Kouzi & Mcchesney,1991; Lin & Rosazza, 1998). Segundo
Hirschmanm e colaboradores (2004), A. niger é capaz de catalisar a hidroxilacdo de terpenos
no carbono 3 assim como A. brasiliensis nas posi¢oes 3 e 19. Severiano e colaboradores (2013)
detectaram produtos de biotransformacdo do &cido ent-pimaradiendico utilizando A. niger
mediante reagdes de desidrogenacdes, migracao de insaturacdo e hidroxilagdes nos carbonos 1,
6, 7, 11 e 14, demonstrando assim a versatilidade desse micro-organismo para catalisar
diferentes reacdes.

Nas Figuras 7, 8 e 9 estdo apresentados exemplos de metabdlitos obtidos por
transformacoes de diterpenos biciclicos da classe dos ldbdanos (Aranda, et al., 1991; Kouzi &

Mcchesney, 1991).
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18a-acetoxi-esclareol

Figura 7: Produtos de biotransformagdes do esclerol obtidos com os fungos filamentosos

Na Figura 8 é possivel observar que na biotransformacédo do terpeno do tipo labdano
apenas um micro-organismo produziu 4 metabdlitos, ocorrendo reacbes de hidroxilacdo e

oxidacgéo (Aranda et al., 1991).
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Figura 8: Produtos de biotransformacdes de Manool com o fungo Mucor plumbeus
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Figura 9: Produtos das biotransformac6es do acido isocupréssico com Cunnighamella elegans, Mucor
mucedo e Nocardia aurantia (Lin & Rosazza, 1998)
Haridy e colaboradores (2006) realizaram transformacGes microbianas de dois

diterpenos labdanos constituintes majoritarios de espécies Madia e isolaram quatro metabolitos
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(Figura 10) dos processos realizados com os fungos D. hansenii e A. niger. Nesses processos
ocorreram reacOes de oxidacdo e adicdo de grupo hidroxilico. A atividade antimicrobiana de
todas as substancias foram avaliadas e apenas o produto 7a,13R,14R,15-tetrahidroxilabd-8(17)-

eno produzido por ambos micro-organismos apresentou atividade antibacteriana superior ao

substrato (Haridy et al., 2006).

13R,14R,15-trihidroxilabda-7-eno

D. hansenii
A. niger

,,/////

13R,14R,15-trihidroxilabda-8(17)-eno

Figura 10: Transformag6es microbianas de dois diterpeno labdanos

Schmeda-Hirschmann e colaboradores (2007) realizaram biotransformagdo com o
diterpeno labdano &cido imbricatolico (Figura 11) com o objetivo de obter derivados
hidroxilados do mesmo utilizando as linhagens A. brasiliensis ATCC16404 e C. echinulata
ATCC 8688a que também foram utilizadas nesse trabalho. Com os produtos advindos dos

processos verificou-se o efeito citotdxico frente as linhagens MRC-5 (células normais de
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fibroblastos de pulm&o humano) e AGS (adenocarcinoma gastrico). Todos os metabolitos

produzidos apresentaram efeito citotoxico inferior ao substrato frente as duas linhagens

avaliadas.

CH,OH

R. nigricans
e

R = OH COOH
Figura 11: Biotransformac6es do &cido imbricatolico

Observando as biotransformacfes descritas na literatura podemos destacar que nos

processos € possivel produzir os mesmos metabélitos com diferentes espécies de micro-

organismos, mas com rendimentos diferentes e também diversos produtos com apenas um

micro-organismo.

1.4 Potencial citotoxico

A avaliagdo do potencial citotoxico de um determinado composto envolve alguns
ensaios bioldgicos que permitem uma estimativa da capacidade de atuacdo desses compostos

sobre os processos de manutencdo metabolica da homeostase celular, bem como sobre o
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rompimento da capacidade replicativa e ainda na inducdo de morte celular programada. Uma
analise comparativa dessas respostas celulares frente ao tratamento com diferentes
concentracdes desses compostos em modelo in vitro, utilizando linhagens celulares de origem
primaria neoplasica ou normal, permitem ainda uma estimativa do potencial anticarcinogénico,
bem como do efeito seletivo desses compostos sobre células com diferentes “backgrounds”
genéticos (Franken et al., 2006).

Dentre os diversos ensaios colorimétricos existentes, o ensaio do XTT é um dos mais
utilizados para avaliar a citotoxidade de substancias reportadas na literatura. O ensaio do XTT
(hidréxido de 2,3-bis(2-metdxi-4-nitro-5-sulfofenil)-5-[(fenilamina)carbonil]-2H-tetrazolio)
baseia-se na atividade mitocondrial das células para medir a proliferacdo celular. Neste teste, 0
XTT (de coloracdo amarelada) é reduzido por desidrogenases presentes nas mitocondrias das
células viaveis, originando o formazan, um corante alaranjado e soltvel em agua (Henriksson
et al., 2006; Coelho, 2013).

Estudos demostram as propriedades antitumorais in vitro e in vivo da oleorresina de
algumas espécies de Copaifera e de algumas substancias majoritarias presente.

Chen-Chen & Sena (2002) avaliaram a atividade mutagénica e citotdxica da oleorresina
de Copaifera langsdorffii realizando o teste do micronicleo em eritrocitos policromaticos da
medula éssea de camundongos. Os resultados obtidos sugerem que esta oleorresina apresenta
atividade mutagénica e toxica e quanto maior a dose maior a frequéncia de micronucleos
induzidos.

Vargas e colaboradores (2015) nos estudos realizados in vitro em linfocitos normais
humanos e nas linhagens de cancer gastrico, colon retal, mama, ovario, melanoma e
glioblastoma humano frente aos diterpenos acido copalico, acido 3-hidroxi-copalico, acido 3-
acetoxi-copalico, acido hardwickiico, acido colavico-15-metil éster e acido caurendico, todos

isolados de oleorresina de Copaifera sp., demonstraram ndo apresentar efeitos citotdxicos frente
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a linhagem celular normal e as células tumorais testadas e em concentragdes Unicas nédo
apresentaram alteracdes significativas na viabilidade celular.

Masson-Meyers (2013) verificaram a viabilidade celular e proliferacéo de células 3T3
quando as ceélulas permaneceram em contato com concentracdes acima de 100ug/mL de
oleorresina de C. langsdorffii e ndo observaram perda de viabilidade. VVargas e colaboradores
(2015) também realizaram ensaios com a mesma linhagem e foi observado que os diterpenos
majoritarios da oleorresina de Copaifera ndo ocasionaram reducéo significativa na viabilidade
dessas células em comparacdo com o grupo contendo células néo tratadas.

Vargas e colaboradores (2015) também relataram que os acidos 3-hidroxi-copalico e 3-
acetoxi-copalico apresentaram citotoxidade frente a linhagem AGPOL. Para as linhagens HCT-
116 e NIHOVCAR apenas o acido 3-acetoxi-copalico apresentou citotoxidade. Quanto a
linhagem SF-295, a qual mostrou-se mais sensivel, os diterpenos acidos 3-hidroxi-copalico e
3-acetoxi-copalico apresentaram citotoxidade em torno de 20 %. Os diterpenos avaliados nédo
foram citotoxicos para a linhagem MCF-07.

Estudos também foram realizados com o acido caurenoico isolado da oleorresina de C.
langsdorffii e os autores observaram que esse diterpeno apresentou potencial efeito citotdxico,
mas inespecifico (Costa-Lotufo et al., 2002). Corroborando com esses resultados Leandro e
colaboradores (2012) reportaram atividades mutagénica e citotdxica da oleorresina de espécies
de Copaifera e de sesquiterpenos e diterpenos majoritarios presentes. Na literatura ha diversos
trabalhos a respeito do &cido caurendico nos quais 0s autores reportam as atividades antitumoral
e citotoxica frente a células cancerosas (Paiva et al., 2002b; Costa-Lotufo et al., 2002;
Cavalcanti et al., 2006).

Diferentemente dos autores anteriormente citados Almeida e colaboradores (2012) em
estudos in vivo realizaram o ensaio do cometa e o teste do microndcleo em sangue periférico e
medula 6ssea de camundongos e concluiram que a oleorresina e as fragdes volateis e resinosa

ndo apresentaram efeitos genotdxicos ou mutagénicos.
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A oleorresina de C. multijuga e fraces que apresentam o acido 3-acetoxi copalico como
um dos majoritarios e o B-cariofileno apresentaram efeito inibitério no crescimento tumoral por
reducdo na formacdo dos nddulos de metastase do tecido pulmonar. Essa oleorresina
demostrou-se toxica e com elevada atividade antitumoral com tempo e dose dependentes em
ensaios frente a células tumorais, sugerindo que esta oleorresina poderia ser utilizada de
maneira segura como um agente antitumoral. Porém nesse estudo nao foram realizados ensaios
com as substancias majoritarias presentes (Lima et al., 2003).

Tendo em vista 0 exposto sobre a biotransformacdo de xenobidticos, a investigacao do
metabolismo in vitro de substancias por micro-organismos constitui uma ferramenta importante
para predizer a ocorréncia de reacdes in vivo. Para complementar esses estudos de metabolismo
é importante também verificar o efeito citotoxico in vitro dos metabdlitos obtidos nos processos
de biotransformaces frente as células normais e tumorais complementando assim o presente

trabalho.
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5 CONCLUSOES

Os processos realizados utilizando cromatografia liquida sob pressdo reduzida foram
eficientes e propiciaram o isolamento do &cido 3B-acetoxi-copalico apds uma etapa de
purificagéo.

Foi possivel estabelecer as condi¢fes de cultivo e a padronizagdo do crescimento dos
micro-organismos, o que possibilitou a adicdo dos terpenos estudados na fase estacionéria de
crescimento.

Os ensaios de concentracdo inibitoria minima permitiram a utilizacdo das concentracfes
méaximas dos substratos, sem comprometer a viabilidade dos micro-organismos.

As reacgdes ocorridas com o diterpeno foram influenciadas pelo meio de cultura, pois as
mesmas bactérias ndo produziram os metabolitos quando modificado o meio fermentativo
utilizado nos processos. A ampliacdo da concentracdo do inoculo também influenciou essas
reacGes promovendo um aumento da concentracdo dos produtos de biotransformacéo.

Nos estudos de biotransformagdes com o acido 3B-acetoxi-copélico todos 0s micro-
organismos foram capazes de biotransformar o diterpeno, ja com o B-cariofileno apenas os
fungos filamentosos, demonstrando assim que as bactérias do trato gastrointestinal e os fungos
filamentosos utilizados sd@o promissores em promover reacdes em terpenos.

Nos processos de biotransformacGes também foram observadas semelhangas nas
atividades enzimaticas produzidas por bactérias e fungos filamentosos.

As analises realizadas por GC-MS dos extratos advindos dos processos realizados com
o0 B-cariofileno ndo possibilitaram a identificacdo dos metabolitos produzidos nas reag¢fes por
comparagao com os dados das bibliotecas disponiveis.

Em todos os processos utilizando as bactérias do trato gastrointestinal realizados com o
diterpeno foram detectados metabdlitos com baixos rendimentos, ndo sendo possivel o

isolamento e com o sesquiterpeno ndo se obteve sucesso, pois a maior parte do substrato foi
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detectada na fracdo volatil das culturas. Esses resultados demonstram que as ferramentas
analiticas utilizadas precisam ser aperfeicoadas para possibilitar a identificacdo de produtos de
biotransformacao produzidos com baixos rendimentos.

Na avaliagdo da atividade citotoxica frente as linhagens celulares de glandulas mamarias
normais e de adenocarcinoma mamario realizadas com os nove metabdlitos isolados, dos quais
seis ndo foram descritos na literatura até 0 momento, sendo todos advindos dos processos do
acido 3B-acetoxi-copalico com os fungos filamentosos, todos esses produtos ndo apresentaram
toxicidade frente as células de mamiferos testados, apresentando menor citotoxidade do que o
préprio substrato.

Esses estudos de transformacfes microbianas sdo importantes para a predicdo do

metabolismo de xenobidticos e para a obtencédo de derivados com potencial atividade bioldgica.
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