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RESUMO 

 

CARVALHO, T. C. Biotransformações dos terpenos β-cariofileno e ácido 3β-acetoxi-

copálico presentes em oleorresinas de Copaifera sp utilizando fungos filamentosos e 

bactérias do trato gastrointestinal e avaliação da atividade citotóxica dos derivados 

obtidos. 2016. 197f. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto 

– Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2016. 

 

Oleorresinas de espécies de Copaifera sp são amplamente utilizadas na medicina popular 

brasileira e estudos químicos e biológicos demonstram que diterpenos e sesquiterpenos 

estão entre os principais compostos bioativos das oleorresinas. Um importante fator para a 

avaliação da segurança e eficácia de fármacos é o conhecimento sobre o seu metabolismo, 

o qual pode ser adquirido por meio de estudos de biotransformação utilizando fungos 

filamentosos e bactérias do trato gastrointestinal. Os fungos filamentosos são organismos 

eucariotos e o aparato enzimático se assemelha com o dos mamíferos podendo contribuir 

para a elucidação de rotas metabólicas fornecendo informações sobre a formação de produtos 

farmacologicamente ativos, inativos ou tóxicos para o organismo. Esses estudos podem ainda 

contribuir para a obtenção de substâncias inéditas com potencial atividade biológica. O uso de 

bactérias da microbiota intestinal em estudos de metabolismo também é importante, pois os 

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 ácido 3β-

acetoxi-copálico e β-cariofileno, presentes em oleorresinas de Copaifera, bem como isolar os 

produtos de biotransformação para avaliação da citotoxidade. Os experimentos de 

biotransformação 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 biotransformações 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 

biotransformações do sesquiterpeno, bem como a fração volátil captada das culturas por 

microextração em fase sólida (SPME) no modo headspace, foram analisados por CG-EM. 

Todos os micro-organismos testados foram capazes de biotransformar o ácido 3β-acetoxi-

copálico e 9 produtos de biotransformação foram isolados, suas estruturas químicas foram 

identificadas, sendo seis inéditos e todos os produtos foram avaliados quanto a atividade 

citotóxica frente às linhagens celulares de glândulas mamárias normais (MCF-10A) e de 

adenocarcinoma mamário (MCF-7). Todos os metabólitos do ácido 3β-acetoxi-copálico 

apresentaram menor citotoxidade frente as linhagens avaliadas do que o próprio ácido 3β-

acetóxi-copálico. Os fungos A. niger, A. brasiliensis e as três linhagens de Cunninghamella 

foram capazes de biotransformar o β-cariofileno. Entretanto, como não foram obtidos bons 

rendimentos nesses processos, não foi possível isolar os produtos de biotransformação. Com os 

dados obtidos foi possível apenas elaborar uma proposta para a estrutura química de um dos 

produtos oriundos da biotransformação do β-cariofileno realizada com C. echinulata ATCC 

9245. 

 

Palavras-chave: Biotransformação, β-cariofileno, ácido 3β-acetoxi-copálico e atividade 

citotóxica  
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1 INTRODUÇÃO E REVISÃO DA LITERATURA 

 

1.1 Oleorresina de Copaifera: Composição química, atividades 

biológicas e uso popular 

 

Os produtos de origem natural desempenham papéis importantes na medicina 

(Montanari & Bolzani, 2001; Balunas & Kinghorn, 2005), fornecendo medicamentos cuja 

produção sintética é muito complexa, substâncias que são ligeiramente modificadas para 

tornarem-se mais eficazes, protótipos para novos fármacos, entre outras contribuições. Além 

disso, a população utiliza plantas medicinais para prevenção e cura de uma gama de 

enfermidades. 

Dentre todas as plantas medicinais comumente utilizadas pela população brasileira, 

temos as árvores do gênero Copaifera pertencente à família Leguminosae Juss., sub-família 

Caesalpinioideae Kunth., a qual possui 72 espécies, sendo que um grande número destas se 

encontram no Brasil (Veiga Jr & Pinto, 2002; Lima Neto et al., 2008), se destaca em função de 

suas ações farmacológicas (Veiga Jr et al., 1997; Veiga Jr et al., 2007; Almeida et al., 2012). 

As propriedades biológicas relacionadas às copaibeiras estão em sua grande maioria 

associadas ao uso de seu material balsâmico, que é obtido por extração dos troncos das árvores, 

sendo também encontrado em canais secretores localizados em todas as partes da árvore. Este 

bálsamo, também conhecido como oleorresina, é um produto do metabolismo secundário 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 índios latino-americanos, sendo no Brasil 

utilizada desde o século 16, pelos indígenas do norte e do nordeste brasileiro (Almeida et al., 

2012). As propriedades biológicas desse bálsamo tão apreciado pelos índios 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 aplicações tópicas in 

natura ou associadas a formulações farmacêuticas como as pomadas (Paiva et al., 1998; Tappin 

et al., 2004; Romero, 2007) para uso como cicatrizantes, diuréticos, expectorantes, antitumoral, 

antimicrobiano, anti-inflamatório, afrodisíaco, antisséptico, antitetânico, principalmente sobre 

o umbigo de crianças recém nascidas, entre outros (Pio Corrêa, 1984; Basile et al., 1988; Veiga 

Jr et al., 1997; Veiga Jr et al., 2002; Maciel et al., 2002, Almeida et al., 2012). 

Os constituintes da oleorresina de Copaifera langsdorfii são 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). Já 

foram isoladas e caracterizadas diferentes amostras e reportadas na literatura aproximadamente 

30 diferentes estruturas químicas de diterpenos e identificados mais de 70 hidrocarbonetos 

sesquiterpênicos (Veiga Jr & Pinto, 2002; Veiga Jr. et al., 2007).  

Dentre as substâncias identificadas estão: β-cariofileno, α-copaeno, β-bisaboleno, -

bourbouneno, cipereno, α-humuleno e -cadineno, ácido ent-16-β-caurano-19-óico, ácido ent-

caura-16-en-19-óico, ácido hardwíckiico, colavenol, cis-colavenol, ácido ent-agático, ácido 

poliáltico, ácido copálico e ácido 11-acetóxi-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 β-cariofileno (Figura 1a), que é um dos 

compostos majoritários da oleorresina de algumas espécies Copaifera e também de óleos 

essenciais de diversos gêneros de plantas provenientes de diferentes regiões (Siani et al., 1999; 

Ramos et al., 2000; Limberger et al., 2004; Sousa et al., 2006). Várias atividades biológicas 

foram atribuídas a este sesquiterpeno, tais como: antiedematogênica, fagorrepelente, anti-

inflamatória, antitumoral, bactericida, insetífuga, espasmolítica 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 químicas do β-cariofileno (A) e do ácido 3β-acetoxi-copálico (B) 

 

A biossíntese do β-cariofileno (Figura 2) envolve a ciclização do pirofosfato de 

farnesila (FPP), precursor dos sesquiterpenos, iniciada pelo ataque da nuvem π ao carbono 

eletrofílico, com consequente expulsão do grupo difosfato, outra ciclização e posterior 

protonação, quando ocorre a oxidação da ligação dupla e formação do óxido de cariofileno 

(Dewick, 2002). O óxido de cariofileno é encontrado nos padrões de β-cariofileno devido a fácil 

formação do mesmo. 

 

 

 

 

 

Os diterpenos são biossintetizados a partir do ácido mevalônico, através do pirofosfato 

de 2E, 6E, 10E-geranilgeranila (GGPP). De acordo com o número de anéis e o padrão de 

ciclização de suas estruturas químicas, os diterpenos são divididos em acíclicos, bicíclicos, 

tricíclicos, tetracíclicos, macrocíclicos e mistos (Hanson, 2004). 

Entre os diterpenos encontrados em oleorresinas de Copaifera podemos destacar 

também, devido suas propriedades biológicas, o ácido 3β-acetoxi-copálico (Figura 1b) o qual 

é um diterpeno de esqueleto do tipo labdano (bicíclico). 
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Figura 2: Formação do β-cariofileno e óxido de cariofileno 
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Vários artigos científicos reportam a um grande número de atividades biológicas que 

são atribuídas aos diterpenos, tais como inseticida, anti-inflamatória, antioxidante, 

anticoagulante e antimicrobiana, as quais estão associadas ao esqueleto hidrofóbico e a uma 

porção hidrofílica 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. 

é a matéria-prima vegetal mais utilizada na medicina popular no Brasil (Sousa et al., 2012), 

ressalta-se a importância do estudo das possíveis transformações dessas substâncias que podem 

ocorrer no metabolismo humano. 

 

1.2 Biotransformação e sua importância  

 

Biotransformação se define como o uso de sistemas biológicos para a realização de 

modificações químicas em substâncias que não constituem os substratos naturais, ou seja, 

compreende a metabolização de xenobióticos (Hanson et al., 1995; Barreiro et al., 1996). 

As biotransformações podem ser realizadas utilizando suspensões de células vegetais, 

células íntegras de micro-organismos (bactérias, fungos filamentosos, microalgas, 

cianobactérias e leveduras) e microssomas hepáticos. Enzimas isoladas de diferentes fontes 

podem ser utilizadas em processos denominados biocatálises que visam também promover a 

modificação das estruturas químicas das substâncias de interesse (Faber, 1997; Giri et al., 2001; 

Carvalho & Fonseca, 2006). 

O uso de micro-organismos para mimetizar o metabolismo de fármacos em mamíferos 

é de importância farmacêutica e bastante relatada, constituindo uma etapa importante e 

necessária na avaliação da eficácia e segurança dos mesmos (Asha & Vidyavathi, 2009). 



Introdução 
 

5 

As reações que ocorrem no metabolismo dos mamíferos após ingestão de fármacos não 

ocorrem apenas quando a administração é realizada via oral, mas também quando os fármacos 

são administrados por via intravenosa e via retal (Sousa et al., 2008). 

A utilização de fungos filamentosos é importante para esses estudos e segue o conceito 

de que os fungos são organismos eucariotos e o aparato enzimático se assemelha com o 

metabolismo dos mamíferos (Abourashed et al., 1999). Os modelos microbianos do 

metabolismo animal, baseados na similaridade do metabolismo hepático e enzimático 

microbiano, tornaram-se uma alternativa promissora para elucidação da rota metabólica de 

compostos exógenos que podem ser transformados em substâncias benéficas como no caso dos 

fitoestrógenos (Raimondi et al., 2009) ou prejudiciais (derivados tóxicos, mutagênicos ou 

carcinogênicos) como no caso do metronidazol (Faigle et al., 1993; Abourashed et al., 1999; 

Raimondi et al., 2009). 

Na literatura há estudos de biotransformações in vitro conduzidos com fungos 

filamentosos que foram capazes de fornecer os mesmos metabólitos obtidos em reações de fase 

I e fase II, detectados nos estudos de metabolismo em humanos de vários fármacos, 

demonstrando assim a semelhança entre o metabolismo de xenobióticos realizados por 

mamíferos e por fungos filamentosos. (Venisetty & Ciddi, 2003, Kutrzeba et al., 2009; Asha & 

Vidyavathi, 2009). 

Pode-se mencionar como exemplo a biotransformação da camptotecina por Aspergillus 

sp que gerou a 10-hidroxicamptotecina, substância também detectada em mamíferos (Venisetty 

& Ciddi, 2003). Outro exemplo é o da biotransformação do antimalárico artemisinina por 

Penicillium chrysogenum e Nocardia corallina que resultou nos metabólitos desoxiartemisinina 

e 3α-hidroxi-desoxiartemisinina, também detectados em mamíferos (Venisetty & Ciddi, 2003). 

A biotransformação do antitumoral taxol (Paclitaxel) por Nocardia albus resultou na produção 

de vários metabólitos e entre estes o 13-deacilpaclitaxel, também detectado em mamíferos. 



Introdução 
 

6 

Outros micro-organismos também foram utilizados com sucesso em processos de 

biotransformação para reproduzir o metabolismo de fármacos em mamíferos, entre estes: 

Aspergillus alliaceus, Curvularia lunata, Beauveria bassiana, espécies de Cunninghamella, 

Streptomyces e do gênero Pseudomonas (Venisetty & Ciddi, 2003). 

O uso de bactérias pertencente a microbiota intestinal também são 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 1011 a 1013 UFC por grama de conteúdo do intestino grosso (Sousa et al., 

2008). Já foram identificadas 500 ou mais espécies diferentes anaeróbias e anaeróbias 

facultativas (Kaper et al., 2005; Rubinstein, 1990; Dunne, 2001; Ding et al., 2009) no intestino 

humano. 

Sousa e colaboradoes em 2008 descrevem diversos fármacos metabolizados pela 

microbiota intestinal e demonstram a importância da realização desses estudos no 

desenvolvimento de novos medicamentos, pois essas modificações realizadas por bactérias do 

trato gastrointestinal podem tornar algumas substâncias mais potentes ou mais tóxicas após a 

biotransformação, como também podem inativar seu efeito, sendo assim uma importante 

ferramenta nos estudos de metabolismo. 

Um relevante exemplo da importância desses estudos foi relatado por Zheng e 

colaboradores em 2013 sobre a biotransformação de melamina pela microbiota intestinal. Esse 

estudo demonstrou que a melamina (1,3,5-triazina-2,4,6-triamina) que é um pó branco e 

cristalino, considerado nocivo se ingerido, inalado ou absorvido através da pele, bastante 

utilizado na fabricação de plásticos, resinas, copos e pratos, empregado também para adulterar 

testes de dosagem de proteínas em produtos alimentícios como leite, ao ser biotransformado é 

parcialmente convertido em ácido cianúrico. 

Esse produto (ácido cianúrico) formado pode causar intoxicação e danos renais, na 

China em 2008 ocorreu uma alta incidência de lesões renais em lactantes e crianças expostas 
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ao leite contaminado, porém algumas crianças não apresentavam sintomas de intoxicação, pois 

apenas alguns indivíduos apresentavam a bactéria Klebsiella terrígena presente em sua 

microbiota, a qual é responsável por essa biotransformação (Zheng et al. 2013). 

Estes micro-organismos pertencentes a microbiota gastrointestinal desenvolvem 

funções importantes no local em que colonizam. Evidências indicam que a microbiota intestinal 

regula a nossa fisiologia e metabolismo (Lahti et al. 2013) e dentre estas funções destacam-se: 

a capacidade de impedir ou reduzir a multiplicação de micro-organismos exógenos que 

eventualmente penetrem no ecossistema digestivo; capacidade de modular algumas 

características da fisiologia digestiva, como a imunidade da mucosa e a permeabilidade 

intestinal; capacidade de oferecer diversas fontes energéticas e de vitaminas; capacidade de 

realizar reações metabólicas de redução, hidrólise e ruptura de anéis heterocíclicos, produzindo 

substâncias menos polares de baixo peso molecular (Sekirov et al., 2010). 

Em condições fisiológicas normais, as bactérias não se encontram no estômago, dadas 

as suas condições de acidez, encontrando-se em baixa extensão ao longo do intestino delgado. 

O número de micro-organismos aumenta gradualmente ao longo do intestino delgado e encontra 

a sua expressão máxima em torno da válvula ileocecal (Faigle,1993). No próprio cólon, a 

velocidade de crescimento dos micro-organismos é máxima nas suas regiões proximais, na 

medida em que a concentração de fontes energéticas é superior (Vandamme et al., 2001). 

A via de administração oral é a preferida para administração de fármacos, sendo que 

84% dos cinquenta medicamentos mais vendidos na Europa e Estados Unidos são 

administrados por esta via (Lennernas et al., 2005). Todos os fármacos administrados por via 

oral passam pelo metabolismo hepático e pelo metabolismo bacteriano, este último ocorrendo 

principalmente no trato gastrointestinal inferior, se não forem totalmente absorvidos no trato 

gastrointestinal superior. 

Fármacos administrados por via intravenosa ou os que são totalmente absorvidos no 

trato gastrointestinal superior podem ainda alcançar o trato gastrointestinal inferior, por 
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secreção ou difusão, a partir da circulação sistêmica para o lúmen intestinal, ou por terem sido 

excretados na bile, possivelmente como conjugados, seguindo por um processo conhecido 

como recirculação entero-hepática. Fármacos também podem entrar em contato direto com a 

microbiota intestinal quando administrados pela via retal na forma de supositórios ou enemas 

(Sousa et al., 2008).  

Sabe-se que mais de 30 fármacos disponíveis no mercado são modificados pelas 

bactérias intestinais (Sousa et al., 2008). É necessário conhecer a influência que tal microbiota 

exerce no metabolismo de todas as classes de fármacos a fim de não somente revolucionar as 

estratégias terapêuticas para muitas doenças, mas também para garantir a eficácia dos 

medicamentos. A ação da microbiota sobre fármacos deveria integrar os procedimentos para 

desenvolvimento de novos medicamentos (Sousa et al., 2008). 

Os micro-organismos estão em muitos compostos lácteos utilizados para regulação da 

microbiota intestinal, sendo comercializados como probióticos, pois conferem benefícios à 

saúde que podem surgir a partir da capacidade de afetar a microbiota residente (Lahti et al. 

2013). Dentre estes micro-organismos que são fornecidos para as indústrias alimentícias para a 

produção de alimentos funcionais probióticos, estão os gêneros Lactobacillus, Bifidobacterium 

e Streptococcus. 

Os estudos de biotransformação com micro-organismos também são utilizados com o 

objetivo de obter derivados com maior potência intrínseca e que ocasionem menos efeitos 

colaterais, diminuindo, por exemplo, a toxicidade (Asakawa, 2007).  

Outra aplicação importante é na síntese para produção de determinadas substâncias 

opticamente ativas, pois as reações são altamente regiosseletiva e enatiosseletiva propiciando a 

obtenção de produtos quirais a partir de misturas racêmicas. Além disso, podem propiciar a 

ocorrência de reações em regiões totalmente inacessíveis que dificilmente seriam alcançadas 

síntese química, ou seja, podem ser úteis na funcionalização de posições não ativadas em 
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moléculas orgânicas (Hanson, 1995; Faber, 1997; Asha & Vidyavathi, 2009; Qi-He et al., 

2009). 

O uso de processos de biotransformação para modificação de compostos exógenos tem 

antecedentes que datam dos trabalhos de Pasteur que foram investigados por diversos químicos 

no século XIX. Pasteur em 1958 utilizou Penicillium glaucum obtendo L-tartarato de amônio a 

partir de DL-tartarato de amônio (Hanson, 1995). 

No século XX as biotransformações começaram a receber maiores atenções após as 

reações de hidroxilações microbianas em esteroides bioativos e em produtos intermediários 

utilizados na síntese de corticosteroides (Peterson et al., 1952).  

A produção de corticosterona que possui ação anti-inflamatória era produzida a partir 

de ácido desoxicólico em 31 etapas, sendo uma das etapas a introdução de uma hidroxila na 

posição 11 do esqueleto esteroidal. Hench e colaboradores (1949) conseguiram produzir 

corticosterona por meio de transformações microbianas de forma mais simples que os métodos 

sintéticos. Esse método foi reestruturado para produção em escala industrial e passou a ser 

utilizado pelas empresas Merck e Schering (Charney & Herzog, 1967).  

Outro exemplo importante na síntese de hormônios adrenocorticóides de forma 

economicamente viável foi o da utilização do fungo Rhizopus nigricans para catalisar a 

hidroxilação na posição 11α formando 11α-hidroxiprogesterona a partir da progesterona 

(Peterson & Murray, 1952) e a produção de testosterona (Figura 3) (Hench et al., 1949; Stoudt, 

1960; Takahashi, 1994). 

 

Figura 3: Biotransformação de Deidroepiandrosterona em testosterona 
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Em 1953 foi também descrita a hidroxilação na posição 11β por meio da transformação 

por fungos filamentosos de Cortexolona produzindo hidrocortisona (Figura 4) com rendimento 

de até 70% (Vézina, 1987; Silva et al., 1999; Rocha, 2010). 

Outro exemplo que ocorreu na antiga Babilônia, atual Iraque, foi a transformação de 

etanol em ácido acético utilizando como catalisador Acetobacter (Leresche & Meyer et al., 

2006). 

 

Figura 4: Biotransformação de cortexolona por fungos filamentosos 

Straathof e colaboradores (2002) relataram o uso de processos de biotransformação em 

diferentes indústrias. O número de processos iniciados em escala industrial aumentou 

consideravelmente de menos de 10 processos em 1960 para 140 em 2002, demonstrando 

também a crescente utilização na indústria farmacêutica e química que também foi reportado 

por Hegazy e colaboradores (2015) no qual esses autores enfatizaram que esses processos 

respeitam as estratégias da química verde. 

Os bioprocessos são mais vantajosos pelo fato de utilizarem baixas temperaturas, baixas 

pressões, diminuição na utilização de produtos químicos e não utilização de catalisadores 

químicos tóxicos, evitando assim, desperdícios para a realização de reações, geração de 

resíduos tóxicos e alto consumo de energia (Farias & Fávaro, 2011; Adamusiak et al., 2012; 

Jegannathan & Nielsen, 2013; Gonçalves & Marsaioli, 2013). 

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

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



Introdução 
 

11 

puros eram advindos de processos de biotransformação. Dentre as enzimas isoladas, as 

hidrolases são as mais utilizadas nos processos de biocatálise (Straathof et al., 2002). 

 

1.3 Biotransformação de terpenos  

 

Os terpenóides representam uma grande classe de metabólitos secundários que 

desempenham uma variedade de papéis em diferentes plantas e apresentam amplas atividades 

biológicas (Simeó & Sinisterra, 2009; Bhatti & Khera, 2014). Devido as várias funções dos 

constituintes dessa classe de compostos, surge o interesse na busca de novas substâncias com 

aplicações na indústria farmacêutica, 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 biotransformação descritos no período de 1996 a 2006 os principais 

biocatalizadores utilizados (Figura 5) nas transformações 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 utilização em sua maioria ser 

de células pode ocorrer devido ao baixo custo e simples obtenção comparando com enzimas 

isoladas (Carvalho & Fonseca, 2006) 

 
Figura 5: Biocatalisadores nos processos de biotransformação com terpenos 

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

Cunninghamella elegans, Cunninghamella blakesleana, C. echinulata, Aspergillus niger, 

Bactérias

Fungos

Plantas

Enzimas isoladas

Microalgas

Cianobactérias Levedura
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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 químicas de terpenos em geral (Aranda, et al., 1991; Kouzi 

& Mcchesney, 1991; Mahato & Majumdar, 1993; Carvalho & Fonseca, 2006; Asha & 

Vidyavathi, 2009; Bhatti, et al., 2014). 

Reações de hidroxilação e epoxidação na estrutura química do β-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 biotransformação do β-

cariofileno realizados com Chaetomium cochliodes e Diplodia gossypina produziram nove e 

14 diferentes produtos, respectivamente, tendo ocorrido reações também de epoxidação e 

hidroxilação. 
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Figura 6: Biotransformações de β-cariofileno em coelhos e biotransformações em micro-organismos 

Nos processos de biotransformação com diversas espécies de micro-organismos em 

terpenos do tipo labdano foram descritas reações de hidroxilação e oxidação em diferentes 

posições (Aranda et al., 1991; Kouzi & Mcchesney,1991; Lin & Rosazza, 1998). Segundo 

Hirschmanm e colaboradores (2004), A. niger é capaz de catalisar a hidroxilação de terpenos 

no carbono 3 assim como A. brasiliensis nas posições 3 e 19. Severiano e colaboradores (2013) 

detectaram produtos de biotransformação do ácido ent-pimaradienóico utilizando A. niger 

mediante reações de desidrogenações, migração de insaturação e hidroxilações nos carbonos 1, 

6, 7, 11 e 14, demonstrando assim a versatilidade desse micro-organismo para catalisar 

diferentes reações. 

Nas Figuras 7, 8 e 9 estão apresentados exemplos de metabólitos obtidos por 

transformações de diterpenos bicíclicos da classe dos lábdanos (Aranda, et al., 1991; Kouzi & 

Mcchesney, 1991). 
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Figura 7: Produtos de biotransformações do esclerol obtidos com os fungos filamentosos 

 

 

Na Figura 8 é possível observar que na biotransformação do terpeno do tipo labdano 

apenas um micro-organismo produziu 4 metabólitos, ocorrendo reações de hidroxilação e 

oxidação (Aranda et al., 1991). 
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Figura 8: Produtos de biotransformações de Manool com o fungo Mucor plumbeus 

 

 

 

Manool 

2α-hidroxi-manool (16,6% de rendimento) 

3β-hidroxi-manool (6,6% de rendimento) 

3β,7α-diidroxi-manool 
(14,2% de rendimento) 

3-oxi-manool (3,2% de rendimento) 
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Figura 9: Produtos das biotransformações do ácido isocupréssico com Cunnighamella elegans, Mucor 

mucedo e Nocardia aurantia (Lin & Rosazza, 1998) 

 

Haridy e colaboradores (2006) realizaram transformações microbianas de dois 

diterpenos labdanos constituintes majoritários de espécies Madia e isolaram quatro metabólitos 

Ácido 7β-hidroxi-isocupréssico 
(rendimento de 3%) 

Ácido isocupréssico 

Ácido labda-7,13-dien- 6β, 15,17- triol-19-oico 
(rendimento de 2,5%) 

Ácido 14,15-dinorlabda-8(17)-en-13-on-19-oico 
(rendimento de 1%) 

Ácido labda-8(17),14-dien 2α, 13-diol-19–oico 
(rendimento de 3%) 

Ácido 2α-hidroxi–isocupressico 
(rendimento de 2,5%) 

N. aurantia 
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(Figura 10) dos processos realizados com os fungos D. hansenii e A. niger. Nesses processos 

ocorreram reações de oxidação e adição de grupo hidroxílico. A atividade antimicrobiana de 

todas as substâncias foram avaliadas e apenas o produto 7α,13R,14R,15-tetrahidroxilabd-8(17)-

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

substrato (Haridy et al., 2006). 

 

Figura 10: Transformações microbianas de dois diterpeno labdanos 

Schmeda-Hirschmann e colaboradores (2007) realizaram biotransformação com o 

diterpeno labdano ácido 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 citotóxico frente as linhagens MRC-5 (células normais de 
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fibroblastos de pulmão humano) e AGS (adenocarcinoma gástrico). Todos os metabólitos 

produzidos apresentaram efeito citotóxico inferior ao substrato frente as duas linhagens 

avaliadas. 

 

Figura 11: Biotransformações do ácido imbricatolico 

Observando as biotransformações descritas na literatura podemos destacar que nos 

processos é possível produzir os mesmos metabólitos com diferentes espécies de micro-

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

micro-organismo. 

 

1.4 Potencial citotóxico  

 

A avaliação do potencial citotóxico de um determinado composto envolve alguns 

ensaios biológicos que permitem uma estimativa da capacidade de atuação desses compostos 

sobre os processos de manutenção metabólica da homeostase celular, bem como sobre o 
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rompimento da capacidade replicativa e ainda na indução de morte celular programada. Uma 

análise comparativa dessas respostas celulares frente ao tratamento com diferentes 

concentrações desses compostos em modelo in vitro, utilizando linhagens celulares de origem 

primária neoplásica ou normal, permitem ainda uma estimativa do potencial anticarcinogênico, 

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 substâncias reportadas na literatura. O ensaio do XTT 

(hidróxido de 2,3-bis(2-metóxi-4-nitro-5-sulfofenil)-5-[(fenilamina)carbonil]-2H-tetrazólio) 

baseia-se na atividade mitocondrial das células para medir a proliferação celular. Neste teste, o 

XTT (de coloração amarelada) é reduzido por desidrogenases presentes nas mitocôndrias das 

células viáveis, originando o formazan, um corante alaranjado e solúvel em água (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 substâncias majoritárias presente. 

Chen-Chen & Sena (2002) avaliaram a atividade mutagênica e citotóxica da oleorresina 

de Copaifera langsdorffii realizando o teste do micronúcleo em eritrócitos policromáticos da 

medula óssea de camundongos. Os resultados obtidos sugerem que esta oleorresina apresenta 

atividade mutagênica e tóxica e quanto maior a dose maior a frequência de micronúcleos 

induzidos. 

Vargas e colaboradores (2015) nos estudos realizados in vitro em linfócitos normais 

humanos e nas linhagens de câncer gástrico, cólon retal, mama, ovário, melanoma e 

glioblastoma humano frente aos diterpenos ácido copálico, ácido 3-hidróxi-copálico, ácido 3-

acetóxi-copálico, ácido hardwickiico, ácido colávico-15-metil éster e ácido caurenóico, todos 

isolados de oleorresina de Copaifera sp., demonstraram não apresentar efeitos citotóxicos frente 
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a linhagem celular normal e as células tumorais testadas e em concentrações únicas não 

apresentaram alterações significativas na viabilidade celular. 

Masson-Meyers (2013) verificaram a viabilidade celular e proliferação de células 3T3 

quando as células permaneceram em contato com concentrações acima de 100µg/mL de 

oleorresina de C. langsdorffii e não observaram perda de viabilidade. Vargas e colaboradores 

(2015) também realizaram ensaios com a mesma linhagem e foi observado que os diterpenos 

majoritários da oleorresina de Copaifera não ocasionaram redução significativa na viabilidade 

dessas células em comparação com o grupo contendo células não tratadas. 

Vargas e colaboradores (2015) também relataram que os ácidos 3-hidróxi-copálico e 3-

acetóxi-copálico apresentaram citotoxidade frente a linhagem AGP01. Para as linhagens HCT-

116 e NIHOVCAR apenas o ácido 3-acetoxi-copálico apresentou citotoxidade. Quanto a 

linhagem SF-295, a qual mostrou-se mais sensível, os diterpenos ácidos 3-hidróxi-copálico e 

3-acetoxi-copálico apresentaram citotoxidade em torno de 20 %. Os diterpenos avaliados não 

foram citotóxicos para a linhagem MCF-07. 

Estudos também foram realizados com o ácido caurenóico isolado da oleorresina de C. 

langsdorffii e os autores observaram que esse diterpeno apresentou potencial efeito citotóxico, 

mas inespecífico (Costa-Lotufo et al., 2002). Corroborando com esses resultados Leandro e 

colaboradores (2012) reportaram atividades mutagênica e citotóxica da oleorresina de espécies 

de Copaifera e de sesquiterpenos e diterpenos majoritários presentes. Na literatura há diversos 

trabalhos a respeito do ácido caurenóico nos quais os autores reportam as atividades antitumoral 

e citotóxica 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 micronúcleo em sangue periférico e 

medula óssea de camundongos e concluíram que a oleorresina e as frações voláteis e resinosa 

não apresentaram efeitos genotóxicos ou mutagênicos. 
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A oleorresina de C. multijuga e frações que apresentam o ácido 3-acetoxi copálico como 

um dos majoritários e o β-cariofileno apresentaram efeito inibitório no crescimento tumoral por 

redução na formação dos nódulos de metástase do tecido pulmonar. Essa oleorresina 

demostrou-se tóxica 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 não foram realizados ensaios 

com as substâncias majoritárias presentes (Lima et al., 2003). 

Tendo em vista o exposto sobre a biotransformação de xenobióticos, a investigação do 

metabolismo in vitro de substâncias por micro-organismos constitui uma ferramenta importante 

para predizer a ocorrência de reações in vivo. Para complementar esses estudos de metabolismo 

é importante também verificar o efeito citotóxico in vitro dos metabólitos obtidos nos processos 

de biotransformações frente às células normais e tumorais complementando assim o presente 

trabalho. 
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5 CONCLUSÕES 

 

Os processos realizados utilizando cromatografia líquida sob pressão reduzida foram 

eficientes e propiciaram o isolamento do ácido 3β-acetoxi-copálico após uma etapa de 

purificação. 

Foi possível estabelecer as condições de cultivo e a padronização do crescimento dos 

micro-organismos, o que possibilitou a adição dos terpenos estudados na fase estacionária de 

crescimento. 

Os ensaios de concentração inibitória mínima permitiram a utilização das concentrações 

máximas dos substratos, sem comprometer a viabilidade dos micro-organismos. 

As reações ocorridas com o diterpeno foram influenciadas pelo meio de cultura, pois as 

mesmas bactérias não produziram os metabólitos quando modificado o meio fermentativo 

utilizado nos processos. A ampliação da concentração do inóculo também influenciou essas 

reações promovendo um aumento da concentração dos produtos de biotransformação. 

Nos estudos de biotransformações com o ácido 3β-acetoxi-copálico todos os micro-

organismos foram capazes de biotransformar o diterpeno, já com o β-cariofileno apenas os 

fungos filamentosos, demonstrando assim que as bactérias do trato gastrointestinal e os fungos 

filamentosos utilizados são promissores em promover reações em terpenos. 

Nos processos de biotransformações também foram observadas semelhanças nas 

atividades enzimáticas produzidas por bactérias e fungos filamentosos. 

As análises realizadas por GC-MS dos extratos advindos dos processos realizados com 

o β-cariofileno não possibilitaram a identificação dos metabólitos produzidos nas reações por 

comparação com os dados das bibliotecas disponíveis. 

Em todos os processos utilizando as bactérias do trato gastrointestinal realizados com o 

diterpeno foram detectados metabólitos com baixos rendimentos, não sendo possível o 

isolamento e com o sesquiterpeno não se obteve sucesso, pois a maior parte do substrato foi 
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detectada na fração volátil das culturas. Esses resultados demonstram que as ferramentas 

analíticas utilizadas precisam ser aperfeiçoadas para possibilitar a identificação de produtos de 

biotransformação produzidos com baixos rendimentos. 

Na avaliação da atividade citotóxica frente as linhagens celulares de glândulas mamárias 

normais e de adenocarcinoma mamário realizadas com os nove metabólitos isolados, dos quais 

seis não foram descritos na literatura até o momento, sendo todos advindos dos processos do 

ácido 3β-acetoxi-copálico com os fungos filamentosos, todos esses produtos não apresentaram 

toxicidade frente as células de mamíferos testados, apresentando menor citotoxidade do que o 

próprio substrato.  

Esses estudos de transformações microbianas são importantes para a predição do 

metabolismo de xenobióticos e para a obtenção de derivados com potencial atividade biológica. 
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