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RESUMO

SOUSA, 1. P. Biotransformacoes dos acidos ent-polialtico e ent-diidroagatico por
culturas microbianas e microssomas hepaticos. 2018. 236f. Tese (Doutorado). Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto,
2018.

Os diterpenos labdanos acidos ent-polialtico (AP) e ent-diidroagatico (ADA) sdo metabolitos
secundarios amplamente distribuidos em diversas espécies vegetais, sendo particularmente
comuns nos exsudatos extraidos dos troncos das arvores do género Copaifera (Leguminosae-
Caesalpinioideae). Estas oleorresinas apresentam diversas atividades biologicas e sdo
utilizadas na medicina popular desde a época dos indios pré-colombianos. Apesar de sua
ampla utilizacdo, nao ha estudos acerca de seu metabolismo. Estudos de biotransformagao
com constituintes bioativos como o AP ¢ ADA podem contribuir para o entendimento de
reacOes metabolicas in vivo das oleorresinas. Além de indispensaveis na fase pré-clinica de
desenvolvimento e otimizacdo de farmacos, os estudos de biotransformagao in vitro também
podem propiciar a obtengdo de novas estruturas quimicas farmacologicamente ativas. Assim,
os diterpenos AP ¢ ADA foram submetidos a estudos de biotransformag¢do com diferentes
tipos de biocatalisadores: fungos filamentosos, micro-organismos do trato gastrointestinal e
microssomas hepaticos humanos. Foram obtidos quinze metabolitos de biotransformacdo com
os fungos Cunninghamella elegans, Cunninghamella echinulata e Aspergillus brasiliensis,
sendo treze estruturas ainda ndo descritas na literatura. A rea¢do enzimdtica mais comum
promovida pelos fungos sobre os diterpenoides foi a hidroxilagdo, porém isomerizacdo da
ligacdo dupla e acetilagdo também foram identificadas. Apesar de terem sido detectadas
diminui¢des acentuadas nas concentragcdoes dos diterpenos nas culturas com os micro-
organismos do trato gastrointestinal, os rendimentos dos processos de biotransformacdo na
escala de producao desenvolvida ndo propiciaram metabolitos em concentragdes satisfatorias
para isolamento. Apesar dos baixos rendimentos, foi possivel propor através de
espectrometria de massas a estrutura de quatro derivados oxidados e/ou metilados do ADA
apds incubacdo com Saccharomyces boulardii, Lactobacillus fermentum, Escherichia coli,
cultura mista com probidticos do género Lactobacillus e cultura mista com os probidticos do
género Bifidobacterium. O acido ent-agatico foi identificado entre os metabolitos propostos,
indicando a necessidade de mais estudos acerca do metabolismo dos constituintes das
oleorresinas de Copaifera, uma vez que o acido agatico ja foi reportado na literatura como
abortivo em mamiferos. Para os metabdlitos obtidos com microssomas hepaticos humanos
foram propostas quatro estruturas oxidadas no metabolismo de fase I e quatro estruturas
conjugadas com 4acido glucurénico no metabolismo de fase II e fase I e II combinados. Os
precursores € os derivados majoritarios de biotransformacdo foram submetidos a ensaios de
citotoxidade com células tumorais das linhagens Caco-2, HeLa e MCF-7, além da linhagem
normal MCF-10A. As mudancas quimicas promovidas pelos fungos na estrutura do ADA nao
acarretaram mudangas significativas em sua atividade bioldgica, enquanto a maioria dos
derivados do AP apresentou menor efeito citotoxico. Apenas o metabolito PO6(AP)
apresentou atividade cerca de quatro vezes maior (ICso= 62,6 uM) que o precursor, sugerindo
que a migragdo da dupla e a introducdo de grupo acetato na estrutura do AP pode ser uma
estratégia para obtencdo de derivados mais ativos frente a linhagem HeLa. De modo geral, os
resultados obtidos neste estudo reforgam a importancia da biotransformagdo como estratégia
para obtencdo de novas estruturas quimicas e contribuem para o entendimento do
metabolismo de constituintes bioativos das oleorresinas medicinais de Copaifera.

Palavras-chave: biotransformagdo, acido ent-polidltico, acido ent-diidroagatico, micro-
organismos, microssomas hepaticos.
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ABSTRACT

SOUSA, 1. P. Biotransformations of ent-polyalthic acid and ent-dihydroagathic acid by
microbial cultures and liver microsomes. 2018. 236p. Thesis (Doctoral). School of
Pharmaceutical Sciences of Ribeirdo Preto — University of Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2018.

The labdane diterpenes ent-polyalthic (AP) and ent-dihydroagathic (ADA) acids are
secondary metabolites widely spread in several plants. Both diterpenes are particularly
common in the oleoresins extracted from the tree trunks of Copaifera sp. (Leguminosae-
Caesalpinioideae). These oleoresins have several biological activities and have been used in
folk medicine since the pre-Columbian Indians times. Despite their wide use, research on the
metabolism of the oleoresins is lacking. Biotransformation studies with their bioactive
constituents such as AP and ADA may contribute to the understanding of in vivo metabolic
reactions. In vitro biotransformation studies are mandatory in the preclinical stage of drug
development and optimization and can also provide new pharmacologically active derivatives.
Given that, the diterpenes AP and ADA were submitted to biotransformation studies with
different types of biocatalysts: filamentous fungi, microorganisms from the gastrointestinal
tract and human liver microsomes. The biotransformation with the fungi Cunninghamella
elegans, Cunninghamella echinulata and Aspergillus brasiliensis afforded two known
structures and thirteen new metabolites. The most common enzymatic reaction by the fungi
was hydroxylation, but isomerization of the double bond and acetylation were also detected.
Although the microorganisms from the gut microbiota were able to reduce the concentration
of the diterpenes in the cultures, the biotransformation yields of the processes were not
enough for metabolite isolation. Despite the low yields, four oxygenated and/or methylated
metabolites were proposed by mass spectrometry, after incubation of ADA with
Saccharomyces boulardii, Lactobacillus fermentum, Escherichia coli, mixed culture with
Lactobacillus sp. probiotics and mixed culture with Bifidobacterium sp. probiotics. The
diterpene ent-agathic acid was identified among the metabolites, indicating the need for
further studies on the metabolism of Copaifera oleoresin constituents, since agathic acid has
already been reported as abortive in mammals. Four oxygenated structures and four
metabolites conjugated with glucuronic acid were proposed for the phase I and phase II
metabolism with human liver microsomes, respectively. The antiproliferative effects of the
diterpenes and their major biotransformation derivatives were evaluated against the cancer
cell lines Caco-2, HeLa and MCF-7 and the normal cell line MCF-10A. The chemical
changes promoted by the fungi in the structure of ADA resulted in no significant changes in
its biological activity. Most AP’s derivatives displayed lower cytotoxic effects, except for the
metabolite PO6(AP), which showed to be four times more active (ICsop = 62.6 uM) than its
precursor. The migration of the double bond and the introduction of the acetate group in AP’s
skeleton were associated with the greater biological activity. The results obtained herein
reinforce the use of biotransformation as a strategy to obtain new chemical structures and
contribute to the understanding of the metabolic pathways of bioactive constituents of
Copaifera medicinal oleoresins.

Keywords: biotransformation, ent-polyalthic acid, ent-dihydroagathic acid, microorganisms,
liver microsomes.
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1 INTRODUCAO
1.1 Biotransformacao

“Na natureza nada se cria, nada se perde, tudo se transforma”
Antoine Lavoisier

A biotransformacao esta presente na humanidade ha centenas de milhares de anos. Os
primeiros registros da utilizagdo de processos de biotransformac¢do datam de 5.000 a.C.,
quando os babildnios utilizavam micro-organismos para a conversdo do etanol em dacido

acético (LERESCHE & MEYER, 2006).

Acredita-se que a producdo de vinagre (Figura 1) surgiu concomitantemente com
produgdo de etanol a partir da fermentagdo de carboidratos, técnicas também muito utilizadas
no Antigo Egito. A hidrolise da caseina para a producdo de queijo é outro processo de
biotransformagao utilizado por nossos antepassados e seu emprego data da época de 800 a.C.

(LERESCHE & MEYER, 2006).

Acetobacter
~SOH + O — OH + HO

Figura 1. Produgdo de vinagre a partir do etanol, reportado como um dos
primeiros processos de biotransformagdo utilizados pela humanidade
(adaptado de VASIC-RACKI, 2006).

Os primeiros conceitos e definigdes de biotransformagdo, no entanto, surgiram apenas
no século XX. Segundo Hanson, 1995, a biotransformacao pode ser definida como o uso de
sistemas bioldgicos para promover modificagdes quimicas em substratos ndo naturais. De
acordo com a IUPAC, a biotransformacdo ¢ a conversio quimica de substincias por

organismos vivos ou preparagdes enzimaticas (WERMUTH et al., 2009).

E frequente observar certa confusio na utilizagio dos termos metabolismo e
biotransforma¢do. Ainda segundo a IUPAC, o metabolismo possui uma definicdo mais
abrangente, englobando os processos de catabolismo e anabolismo para a manutencdo da
vida. No entanto, na area de farmacologia e quimica farmacéutica, o metabolismo geralmente
refere-se a biotransformag¢do de xenobidticos e esses termos podem ser utilizados como
sinbnimos (SILVERMAN & HOLLADAY, 2014). Outros autores da 4&rea, porém,

consideram a biotransformacdo como uma etapa do metabolismo de farmacos, que seria o
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conjunto dos processos de absor¢do, distribui¢ao biotransformagao e excrecdo (PARKINSON

& OGILVIE, 2012).

A definicao dada por Hanson (1995) supde que metabolismo e biotransformagao se
diferenciariam pelas modificagdes enzimaticas promovidas em substratos naturais enddgenos
e xenobidticos, respectivamente. No entanto, de acordo com Parkinson e Ogilvie (2012), a
biotransformag¢ao englobaria a conversao metabolica tanto de substratos endégenos quanto de

xenobioticos.

Como ¢ possivel observar, ha diferentes definigdes para o termo biotransformagdo na
literatura, sendo algumas delas conflitantes e indicando a auséncia de um acordo definitivo até
entdo. Na drea de quimica de produtos naturais, ¢ comum o emprego dos termos

biotransformacao, metabolismo, bioconversao e biocatalise como equivalentes.

Vale ressaltar que alguns autores ainda diferenciam a biotransformacgao da biocatalise,
sendo a ultima um termo empregado para conversdes por enzimas isoladas livres ou
imobilizadas, ndo utilizando sistemas vivos como na biotransformagdo (LERESCHE &

MEYER, 2006).

A biotransformagdo de xenobidticos em organismos vivos ¢ dividida em duas etapas
conhecidas como metabolismo de fase I e metabolismo de fase II. Em humanos, estas etapas
visam a conversao de substancias hidrofobicas em substincias mais hidrofilicas de maior peso
molecular, a fim de facilitar sua excre¢do através da urina, suor ou bile e evitar o acumulo de

xenobidticos no organismo (GONZALEZ, COUGHTRIE & TUKEY, 2011).

As enzimas metabdlicas localizam-se na membrana intracelular e no citosol das células
de orgdos do trato gastrointestinal e figado principalmente, mas também podem ser
encontradas nos rins, pulmdes, mucosa ocular e cérebro (SILVERMAN & HOLLADAY,
2014; ARGIKAR et al., 2016). As enzimas de fase I catalisam oxidagdes, redugdes e
hidrolises e consistem em enzimas do citocromo P450 (CYP) e flavina monooxigenases
(FMO). As enzimas de fase Il em geral catalisam conjugagdes com substancias enddgenas
polares como glutationa (glutationa-S-transferase), glutamina (glutamina-N-acetiltransferase),
glicina (glicina N-aciltransferase), sulfato (sulfotransferase), acido glucurénico (UDP-
glucuroniltransferase) e acetil (acetil-transferase). Conjugacdes com grupos menos polares
como acidos graxos, colesterol e grupos metilicos (metil-transferase) também podem ocorrer

no mestabolismo de fase II.
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Na Figura 2 estd apresentado um esquema geral para a biotransformacdo de

xenobidticos em humanos.

Fase | X Fase Il X-R
—_—  » - >
Xe~nob|o|t|co X = grupo polar funcional R = glucuronil, glutationil,
(n&o-polar) (OH, epoxido, SH, NH,) metil, acetil, sulfonil, etc.

Figura 2. Esquema geral para as reacdes de metabolismo de fase I e metabolismo de fase I em
humanos (adaptado de KOPPEL, REKDAL & BALSKUS, 2017).

O entendimento das vias metabdlicas de xenobidticos tem um papel crucial no
desenvolvimento e otimizagdo de fairmacos e é considerado fundamental para a avaliagdo da
eficacia e seguranca de substancias bioativas (ASHA & VIDYAVATHI, 2009). Os estudos de
biotransformacao fazem parte das analises de fase pré-clinica e de pesquisa clinica de novos

candidatos a farmacos.

A pesquisa clinica especificamente direciona-se aos estudos in vivo em humanos
(HUSSER et al., 2018). Este modelo de biotransformagdo ¢ o que mais se aproxima das
condi¢des reais in vivo, no entanto, ha diversas implicagdes éticas, regulatdrias e de seguranca

a serem consideradas (FASINU, BOUIC & ROSENKRANZ, 2012).

Os estudos in vivo também podem ser realizados em animais como peixes (LE FOL et
al., 2017), ratos, aves, cabras, bovinos, entre outros (SUN et al., 2017). H4 uma série de
pesquisas questionando a relevancia dos resultados obtidos em animais, ndo apenas pelos
conflitos morais e éticos da utilizagdo de animais na ciéncia, mas também devido as
diferencas reportadas de metabolismo interespécies (TREZ, 2015; NEVES, 2016). Sabe-se,
por exemplo, que camundongos sdo mais sensiveis a exposi¢do de toxicos em relacdo aos
humanos, enquanto os ratos sao menos sensiveis (ORBACH et al., 2017). Essas diferencas de
metabolismo se estendem inclusive para os modelos in vitro. Por exemplo, modelos derivados
de figado provenientes de diferentes espécies podem apresentar diferengas metabdlicas que

dificultam a extrapolagdo dos resultados para humanos.

Outra desvantagem dos modelos in vivo em geral ¢ seu baixo rendimento, dificultando a
obten¢do de metabolitos em quantidades suficientes para isolamento e andlises toxicologicas

com os derivados de biotransformacao. Considerando este aspecto, alguns modelos de
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sistemas in vitro oferecem essa vantagem, como por exemplo a utilizacdo de biocatalisadores

microbianos.

Os fungos filamentosos sdo modelos classicos para estudos de biotransformacao e
contam com aparato enzimatico semelhante ao dos mamiferos, sendo muitas vezes uteis para
a predicao de vias metabdlicas em humanos (VENISETTY & CIDDI, 2003; PALUDO et al.,
2017).

As enzimas fungicas sdo capazes de catalisar uma variedade de reagdes quimicas como
hidroxilagdo, oxidacao, reducao, epoxidagdo, O-desmetilacao, O-desalquilacao, O-metilagao
b b b b b b b
glicosilagdo, entre outras, contribuindo para a diversidade de produtos de biotransformagao

com estes micro-organismos (SRISILAM & VEERESHAM, 2003).

Revisdes publicadas por nosso grupo de pesquisa apontam a grande capacidade
metabolica dos fungos do género Mucor para catalisar reagdes em diferentes substratos
naturais como esteroides, cumarinas, flavonoides, terpenoides e substratos sintéticos como
farmacos e pesticidas (SILVA et al., 2013; SILVA et al., 2015). Algumas espécies de Mucor
apresentam enzimas com alta atividade proteolitica e lipolitica, sendo de grande interesse

biotecnoldgico (MA et al., 2011).

Fungos do género Cunninghamella sao amplamente empregados em estudos de
biotransformacdo e apresentam um repertorio de enzimas pertencentes ao citocromo P450
(ASHA & VIDYAVATHI, 2009). Esta caracteristica lhes confere ndo apenas a habilidade de
mimetizar reagdes enzimaticas em mamiferos, mas também grande potencial na descoberta de
novas moléculas, dada a versatilidade das enzimas microbianas desta superfamilia, algumas
das quais ainda com fungdes desconhecidas (BHATTACHARYA & YADAYV, 2018).
Adicionalmente, como as CYPs sdo capazes de catalisar reagdes de detoxificacdo, estes
fungos também podem ser importantes em processos de biorremediacdo, incluindo de

poluentes organicos persistentes.

Outro género bastante explorado em processos biotecnologicos € o género Aspergillus.
Estes fungos sdo capazes de promover uma atrativa variedade de reacdes enzimaticas tais
como hidroxilac¢des, oxida¢do de varios grupos funcionais, clivagem de anéis, reducao de
ligacdes duplas, desmetilagdo, sulfatacao, hidrolise de epoxidos e conjugacao sobre uma gama
de substratos, incluindo compostos aromaticos e diterpenoides (HE et al., 2011;
PARSHIKOV, WOODLING & SUTHERLAND, 2015; SURA, ANKIREDDY &
PONNAPALLI, 2015).
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O co-cultivo de fungos filamentosos com bactérias pode ser um recurso interessante
para a obtencdo de novos derivados. O fungo Aspergillus niger foi co-cultivado com a
actinobactéria Streptomyces coelicolor, levando a producao de novos metabolitos secundarios
e obten¢do de derivados inéditos de biotransformagdo do acido o-cumarico e acido cafeico

(WU et al., 2015).

Os micro-organismos do trato gastrointestinal possuem um papel central na
modificagdo de substancias ingeridas, incluindo xenobiodticos, componentes da dieta e
poluentes quimicos (KOPPEL, REKDAL & BALSKUS, 2017). Os primeiros estudos
relatando a importancia da microbiota gastrointestinal no metabolismo datam da década de 50
e demonstravam as diferengas metabdlicas em animais normais, animais livres de micro-
organismos (germ-free) e animais tratados com antibidticos ou dieta condicionada

(DANIELSSON & GUSTAFSSON, 1959; SOUSA et al., 2008).

Enquanto as enzimas do figado e intestino caracterizam-se predominantemente por seu
metabolismo oxidativo e conjungativo, as enzimas da microbiota intestinal caracterizam-se
pela predominancia de reagdes hidroliticas e redutoras, expandindo o repertorio de reacdes
enzimaticas do corpo humano (ILETT et al., 1990; KOPPEL, REKDAL & BALSKUS,
2017).

Assim, a utilizagdo de bactérias e leveduras do trato gastrointestinal como
biocatalisadores ¢ uma abordagem importante a se considerar no desenvolvimento de novos
farmacos, uma vez que as mesmas podem interferir na atividade, biodisponibilidade e

toxidade dos xenobidticos (SOUSA et al., 2008).

Nas ultimas décadas, a microbiota intestinal ganhou papel de destaque nas pesquisas
cientificas, visto sua capacidade de interferir ndo apenas no metabolismo de xenobidticos,
mas também em processos fisiologicos relacionados a inflamacdo, obesidade e até mesmo
comunicar-se com o sistema nervoso central, modulando comportamentos de depressdo e

ansiedade (CRYAN & DINAN, 2012).

Adicionalmente, a popularizagdo do uso de probidticos em alimentos funcionais e
produtos farmacéuticos incentivou a inclusdo das bactérias lacticas em estudos de
biotransformac¢do (SILVA et al., 2014; LIU, YANG & FANG, 2018). Os probidticos podem
ser definidos como micro-organismos vivos capazes de promover efeitos benéficos a saude do
hospedeiro quando administrado em quantidades adequadas (BINNS, 2014). Entre os tipos

mais comuns estdo as bactérias lacticas do género Lactobacillus, bactérias do género
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Bifidobacterium e as leveduras do género Saccharomyces. Os micro-organismos probidticos
também podem interferir no metabolismo de farmacos e xenobidticos e estar associados a

processos de detoxificagio (YANG, CHU & FIX, 2002; MECA, RITIENI & MANES, 2012).

Diferentemente de alguns fungos filamentosos, as bactérias lacticas apresentam
quantidades reduzidas de CYP, enquanto a bactéria Escherichia coli, por exemplo, sdo
desprovidas das mesmas. As diferengas do arsenal enzimatico desses micro-organismos

podem ser interessantes para obten¢do de diferentes metabolitos de biotransformagao.

Outros tipos de biocatalisadores amplamente difundidos sdo os modelos derivados de
figado e intestino. Alguns exemplos sdo a utilizacdo de células imortalizadas como Caco-2 e
HT-29, hepatécitos humanos, organoides intestinais, figado perfundido, preparagdes
enzimdticas como microssomas, fragdes S9 e citosdlicas e biochip de figado (FASINU,
BOUIC & ROSENKRANZ, 2012; ORBACH et al., 2017; GROGER et al.,, 2017). O
desenvolvimento de modelos in vitro mais recentes levam em consideragdo a arquitetura dos
orgdos in vivo e a integrac¢ao do trato gastointestinal com o figado, a fim de se obter sistemas

mais proximos possiveis das condigdes reais.

Os microssomas hepaticos sdo os modelos mais populares para screening metabolico,
estudos de interacdo e otimizacdo de farmacos e consistem em vesiculas do reticulo
endoplasmatico liso dos hepatocitos preparadas por centrifugagdao diferencial. Os
microssomas propiciam uma estimativa qualitativa do metabolismo in vivo e sdo ricos
principalmente em enzimas CYP450 e glucuroniltransferases. Apesar de apresentarem um
repertdrio enzimatico mais limitado que as fragdes S9, por exemplo, sua atividade enzimatica

pode ser considerada maior (FASINU, BOUIC & ROSENKRANZ, 2012).

Os microssomas sao modelos de facil utilizagdo e também podem ser tUteis na pesquisa
do metabolismo de produtos naturais bioativos (ZENGER et al., 2015; BENDIKOV et al.,
2016, JIA et al., 2016). Sua utilizagdo também permite a andlise de variagdes metabolicas
interindividuais e populacionais, apesar da extrapolacdo quantitativa da formagdo de
metabolitos nesses modelos serem consideradas limitadas (FASINU, BOUIC &

ROSENKRANZ, 2012).

O metabolismo dos microssomas provenientes de ratos e humanos podem diferir quanto
suas capacidades de glucuronidacdo e quanto as isoformas das CYPs, sendo o modelo
derivado de figado humano capaz de simular mais fielmente o metabolismo in vivo

(EAGLING, TJIA & BACK, 1998; ELSBY etal., 2001; ASHA & VIDYAVATHI, 2009).
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Outros biocatalisadores utilizados em estudos de biotransformagdo sdo as células
vegetais e microalgas (CARVALHO & FONSECA, 2006), além da possibilidade de estudos
in silico, os quais utilizam ferramentas computacionais a fim de prever o metabolismo de
farmacos ou outras substancias baseados em principios fisico-quimicos e afinidade enzimatica
(ALQAHTANI, 2017). Uma abordagem mais recente consiste na combinagdo de células
integras com metaloenzimas capazes de promover reagdes enzimaticas inéditas, contribuindo
assim para a obtencdo de maior diversidade de estruturas quimicas nos processos de

biotransformag¢do (JESCHEK, PANKE & WARD, 2018).

Muitas vezes, as reagOes de biotransformagdo aumentam a funcionalidade dos
substratos, levando a formagdo de derivados oxidados com maior potencial bioldgico que o
material de partida (SOUSA, TEIXEIRA & FURTADO, 2018). A regio e estereoseletividade
apresentada por muitas enzimas pode levar a formacao de produtos que seriam dificeis ou até
impossiveis de se obter por sintese quimica convencional (VENISETTY & CIDDI, 2003). A
estabilidade enzimatica dos sistemas vivos e regeneragdo natural de cofatores também
apresenta uma grande vantagem, visto a maior eficiéncia e economia dos processos (FABER,

1997).

Por fim, o conjunto de vantagens da biotransformacgdo tais como a possibilidade de
obtengcdo de derivados inéditos, biologicamente ativos e enantiomericamente puros sob
condi¢des brandas e estaveis reflete o aumento do nimero de patentes envolvendo processos

de biotransformacao registradas ao longo dos ultimos anos (Figura 3).

7 ]
2016 ' 1
2015 I
2014 - |
2013 _ |
2012 |
o]
2010

° & S S

nimer de patentes

ano de deposito

Figura 3. Evolu¢do do numero de patentes registradas
entre os anos de 2010 e 2017 envolvendo processos de
biotransformagdo (adaptado da base de dados
SCIFINDER, 2018).
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1.2 Oleorresinas de Copaifera

“A natureza ndo faz nada em vao”
Aristoteles

As arvores do genéro Copaifera L. da familia Leguminosae Juss. e subfamilia
Caesalpinioideae Kunth sdo amplamente distribuidas pela regido tropical da América Latina,
podendo também ser encontradas na Africa Ocidental (VEIGA JUNIOR & PINTO, 2002). No
Brasil, estdo distribuidas ao longo de todo o territério nacional, sendo particularmente
abundantes na regido Amazonica. Dentre as espécies mais comuns estdo C. multijuga Hayne,

C. reticulata Ducke e C. langsdorffii Desf. (TRINDADE, SILVA & SETZER, 2018).

Dos troncos das arvores do género Copaifera ¢ extraido um balsamo através de
processos artesanais, o qual possui consisténcia oleosa e coloragdo amarelo-palida a
alaranjada ou esverdeada, podendo variar de acordo com a espécie e composi¢cdo quimica da
oleorresina (ROMERO, 2007). Este exsudato ¢ popularmente conhecido como o6leo de
copaiba e tem funcdo de defesa da planta contra animais, fungos e bactérias (VENEZIANI et
al., 2017).

Ha registros da utilizagdo destes balsamos na medicina popular brasileira desde o
periodo pré-colombiano, quando eram utilizados pelos indios nativos como repelente e para

tratar doencgas da pele (LORENZI & MATOS, 2008).

Posteriormente, as oleorresinas de Copaifera passaram a ter indicagdo nas farmacopeias
para tratamento da blenorragia e seu uso estendeu-se na medicina popular como cicatrizante,
anti-inflamatorio, diurético, expectorante, antimicrobiano das afec¢des urinarias e da garganta
(LORENZI & MATOS, 2008). Entre outras indicacdes etnofarmacoldgicas, estdo sua
utilizacdo como estimulante, afrodisiaco, expectorante, antitumoral, no combate a
incontinéncia urindria, cefaleia, sifilis, asma, bronquite, hemoptise, psoriase, eczema,
dermatite, sinusite, pneumonia, tétano, reumatismo, herpes, leishmaniose e picada de cobra

(VEIGA JUNIOR & PINTO, 2002).

Segundo o levantamento mais recente do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE, 2016), sdo extraidas cerca de 170 toneladas de oleorresina por ano, a qual €
comercializada em farmacias, feiras, lojas de produtos naturais e também exportada para
diversos outros paises. As oleorresinas sdo comercializadas ndo apenas na forma de o6leo

bruto, mas também veiculadas em produtos cosméticos, sabonetes, shampoos, cremes,
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pomadas, entre outros, sendo alguns sabonetes indicados para o tratamento de acne (RIOS &

PASTORE JUNIOR, 2011).

No estado do Paré, a copaiba ¢ considerada um dos remédios naturais mais importantes
provenientes da regido Amazonica, sendo utilizada por pessoas de diferentes idades e classes
sociais (TRINDADE, SILVA & SETZER, 2018). O ¢6leo de copaiba pode ser aplicado
topicamente ou utilizado via oral através da ingestdo de capsulas, gotas na 4gua ou misturado
a mel e limdo. Nos EUA, estes balsamos sdo utilizados como aromatizante em alimentos e

bebidas (TAYLOR, 2005).

Alguns fazendeiros do estado do Para utilizam o 6leo de copaiba a fim de prevenir a
febre aftosa em bovinos, despejando o 6leo no chio proximo aos cochos de sal (SHANLEY et

al., 2005).

O historico de uso e a popularizacdo da olerresina de Copaifera levou a comunidade
cientifica a se aprofundar no estudo de suas composi¢cdes quimicas e propriedades
farmacoldgicas. Sabe-se que as oleorresinas s3o constituidas majoritariamente de
sesquiterpenos na fragdo volatil e diterpenos do tipo clerodano e labdano, tanto da série
normal como da série enantio na fracao fixa (VEIGA JUNIOR et al., 2007, DA SILVA et al.,
2017).

Diversos estudos tém comprovado as propriedades anti-inflamatéria (SANTIAGO et
al., 2015; GUSHIKEN et al., 2017; RIBEIRO et al., 2018), antimicrobiana (ABRAO et al.,
2015; BARDAIJI et al., 2016, LEANDRO et al., 2016), cicatrizante (PAIVA et al., 2002),
antitumoral (GOMES et al., 2008; ALVES et al., 2017), gastroprotetora (PAIVA et al., 1998),
esquistossomicida (BORGES et al.,, 2016) e leishmanicida (SANTOS et al., 2008) das
oleorresinas e seus constituintes isolados, confirmando muitas das indicagdes populares do

6leo de copaiba.

1.2.1 Acido ent-polidltico e dcido ent-diidroagdtico

Dentre os exsudatos de Copaifera estudados pelos pesquisadores do projeto tematico
ao qual este estudo esteve vinculado (processo FAPESP 2011/13630-7), a oleorresina
proveniente de Copaifera duckei destacou-se devido a suas promissoras atividades
antimicrobiana (VIEIRA et al., 2018; ABRAO et al., 2018), antiparasitaria (BORGES et al.,

2016), analgésica e gastroprotetora (resultados ainda nao publicados).
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Através da andlise fitoquimica da fracdo ndo volatil deste balsamo, os metabdlitos
secundarios acido ent-polidltico (AP) e acido ent-diidroagatico (ADA) foram identificados
entre os constituintes quimicos majoritarios (CASCON & GILBERT, 2000; BORGES et al.,
2016, CARNEIRO et al., 2018).

O AP e ADA sdo metabdlitos secundarios da classe dos diterpenos, originando-se
assim a partir da condensacdo de quatro unidades de isopreno (CsHsg) pela via do metileritritol

fosfato ou do mevalonato (SOUSA, TEIXEIRA & FURTADO, 2018).

O esqueleto carbdnico dos diterpenoides pode variar de acordo com sua biossintese.
Entre os tipos mais comuns de diterpenos aciclicos estdo os fitanos, enquanto os diterpenos
policiclicos podem apresentar uma variedade de nucleos do tipo labdano, clerodano,
pimarano, abietano, taxano, traquilobano, beierano, caurano, entre outros (VENEZIANI et al.,
2017). Na natureza, os diterpenos acidos tem fun¢do de proteger a planta contra ataques de

herbivoros e patdgenos (KEELING & BOHLMANN, 2006).

Os diterpenos AP e ADA utilizados neste estudo possuem esqueletos caracteristicos de
labdanos e sdo pertencentes a série enantiomérica, ou seja, possuem estruturas que sao
imagens especulares da série normal, para a qual a fusdo entre os anéis A e B ocorre da
mesma forma que nos esteroides (GARCIA, OLIVEIRA & BATISTA, 2007). Suas estruturas

quimicas estdo apresentadas na Figura 4.

Figura 4. Estrutura quimica dos diterpenos labdanos A) acido ent-
polialtico e B) acido ent-diidroagatico

O diterpeno furdnico AP também pode ser encontrado em outras espécies de
Copaifera como C. multijuga, C. multianesis e C. reticulata (CASCON & GILBERT, 2000),
além de outras espécies vegetais tais como Eupatorium buniifolium (CARRERAS,

ROSSOMANDO & GIORDANO, 1998) e Croton reflexifolius (REYES-TREJO et al.; 2008).
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O AP ja foi reportado como antimicrobiano (TINCUSI et al., 2002; ABRAO et al.,
2018), gastroprotetor (REYES-TREJO et al., 2008), tripanocida (IZUMI et al., 2012),
leishmanicida (DOS SANTOS et al., 2013; MIZUNO et al., 2015) e esquistossomicida
(BORGES et al., 2016). O AP da série normal apresentou atividade anti-mutagénica
(MIYAZAWA et al., 1995) e induziu a glicagdo de proteinas do plasma (ATOLANI &
OLATUNIJI, 2014), indicando a necessidade de maior conhecimento sobre as possiveis

propriedades toxicas dos diterpenos.

Nao ha muitos estudos de atividade bioldgica com o ADA isoladamente, porém

importantes pesquisas com moléculas quimicas semelhantes foram reportadas.

A aplicacdo intravenosa do diterpeno dacido labd-8(17)-en-15-6ico em ratos
normotensos induziu efeitos dose-dependentes de hipotensao e taquicardia através da redugao
da resisténcia vascular e da ativagdo do impulso simpatico para o coragdo, respectivamente
(LAHLOU et al., 2007). O acido junicédrico, o qual se diferencia do ADA apenas pela
estereoquimica do grupo metilico da posicdo 20, apresentou efeito neuroprotetor contra
alteracdes degenerativas induzidas por oligdmeros relacionados a doenca de Alzheimer

(ZOLEZZI et al., 2018).

O diterpeno 4cido isocupréssico (Figura 5A) foi associado a inducdo de aborto em
ruminantes apos o consumo de agulha do pinheiro de determinadas espécies de coniferas
contendo este diterpeno (LEE et al., 2003). O diagndstico deste quadro ¢ sugerido através da
deteccdo do 4cido isocupréssico no plasma bovino, além de seus derivados estaveis acido
agatico, acido diidroagatico e 4acido tetraidroagatico, os quais podem ser detectados mesmo

apos alguns dias depois do consumo da planta pelos ruminantes (SNIDER et al., 2015).

O acido diidroagatico foi identificado como um produto derivado do metabolismo do
acido isocupréssico pelas bactérias presentes no ramen bovino (LIN et al., 1998). No entanto,
outros estudos apontam o acido agatico (Figura 5B) como responsavel pelo efeito abortivo,
visto que o &cido isocupréssico pode ser rapidamente convertido em acido agatico, elevando
suas concentragdes no plasma (GARDNER, PANTER & STEGELMEIER, 2010; WELCH et
al., 2012). Dada a semelhanca das estruturas quimicas do &cido agatico e do acido
isocupréssico com os diterpenoides identificados nas oleorresinas de Copaifera, ressalta-se a

importancia dos estudos de seguranca com produtos naturais utilizados na medicina popular.
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Figura 5. Estrutura quimica do A) acido isocupréssico ¢ B) acido agatico,
os quais foram associados a indugdo de aborto em bovinos (SNIDER et
al., 2015; GARDNER, PANTER & STEGELMEIER, 2010).

1.3 Biotransformacao de diterpenos

“Eu também quero a volta a natureza. Mas essa volta
ndo significa ir para trds, e sim para a frente” .
Friedrich Nietzsche

Na literatura, ha diversos artigos de revisao de estudos de biotransformagdo com
diterpenos (GARCIA-GRANADOS et al., 2007; FRIJA, FRADE & AFONSO, 2011;
BHATTI & KERA, 2014; RICO-MARTINEZ et al, 2014; SOUSA, TEIXEIRA &
FURTADO, 2018), porém ndo ha estudos com o AP e ADA especificamente.

A literatura demonstra que diversos carbonos do nucleo terpenoide sdo suscetiveis a
uma série de modificacdes quimicas por biotransformag¢ao, incluindo hidroxilacdes, redugdo,
hidrolise, epoxidacdo, redu¢do de grupos carboxilicos, metilagdo, conjugacdo com acido
glucurdnico, sulfato e aminoacidos (SULTANA & SAIFY, 2013; GARCIA-GRANADOS et
al., 2007; BHATTI & KERA, 2014; WANG et al., 2010; ZHANG et al., 2011).

O labdano andrografolido isolado de Andrographis paniculata foi submetido a
biotransformag¢do com o fungo Rhizopus stolonifer, levando a formacdo de metabolitos

principalmente via oxidacdo e desidratacdo (HE et al., 2010) (Figura 6).
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Figura 6. Andrografolido e seus derivados obtidos através da biotransformagdo com R. stolonifer
(HE et al., 2010).

O esclareol ¢ um diterpeno labdano extensivamente estudado em processos de
biotransformacgdo. Entre as reagdes mais comuns com diferentes micro-organismos estao a 3/,
6a e 18-hidroxilagdo (MARTINS et al., 2015; MENDOZA et al., 2015). No entanto, um
exemplo raro de halogenacdo foi obtido através da incubacdo do esclareol com Botrytis

cinerea, como apresentado na Figura 7 (FAROOQ & TAHARA, 2000).

B. cinerea

B. cinerea

—_—

esclareol

Figura 7. Epoxidagao e halogenagao do esclareol pelo fungo B. cinerea (FAROOQ & TAHARA, 2000).
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A biotransformac¢ao de um diterpeno labdano semelhante ao ADA foi investigada com
os fungos Fusarium oxysporum ¢ Myrothecium verrucaria (MONTEIRO et al., 2017). Dois
metabolitos hidroxilados nas posi¢des 3 e 7 foram obtidos. Como ¢ possivel observar na
Figura 8, M. verrucaria foi capaz de hidroxilar o anel A do precursor, enquanto F. oxysporum

demonstrou preferéncia pelo anel B.

= ~COOH

= ~“COOH

M. verrucaria
4>
F. oxysporum

M. verrucaria

HO

Figura 8. Derivados obtidos a partir da biotransformagao do acido (+)-(5S, 8S, 9R, 10S)-lab-13-en-84-ol-15-6ico
com os fungos M. verrucaria e F. oxysporum (MONTEIRO et al., 2017).

Os tipos de biocatalisadores mais empregados para o estudo de biotransformacao de
diterpenoides sdo os fungos, sendo as bactérias ¢ modelos derivados do figado utilizados com
menor frequéncia. A bactéria Streptomyces griseus foi utilizada para o estudo de metabolismo
de um derivado do taxano sinexan A (LIU et al., 2012). Foram identificados dois metabolitos
hidroxilados e um derivado furanotaxano com um sistema de anel 6/8/6/5 incomum, formado
pela oxidagdo e arranjo intramolecular de um dos metabolitos hidroxilados, conforme

apresentado na Figura 9.

R=H ou OH

Figura 9. Biotransformagao do diterpenoide derivado de sinexan A pela bactéria S. griseus (LIU et al., 2012).

A tanshinona I € um diterpeno quinona do tipo abietano e esta presente na composicao
da planta medicinal Salvia miltiorrhiza. Seu metabolismo foi investigado através da
incubacdo com microssomas hepaticos humanos e fragdes S9, levando a formagdo de

metabolitos de fase I e fase II (LI et al., 2018). As reagdes enzimaticas mais comuns foram
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hidroxilagdo, reducdo e glucuronida¢do. As vias metabolicas propostas e as isoformas

enzimaticas envolvidas estdo apresentadas na Figura 10.
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Figura 10. Vias metabolicas propostas para a biotransformagdo da tanshinona I com microssomas
hepaticos humanos e fragdes S9 (LI et al., 2018).

Apesar da ampla distribuicao dos diterpenos em fontes vegetais, muitas das quais sao
utilizadas via oral na medicina popular assim como o 6leo de copaiba (GONZALEZ-
BURGOS, CARRETERO & GOMEZ-SERRANILLOS, 2011; HUA et al., 2017, UENO et

al., 2018), a maioria dos estudos com biotransformacao de diterpenos ¢ direcionada a
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obtencdo de novos derivados ativos, sendo menor o enfoque na investigacdo de suas vias

metabolicas para estudos de seguranca.

Sabe-se que o efeito das biotransformagdes sobre a atividade bioldgica dos precursores
pode variar, e derivados farmacologicamente ativos, inativos ou toxicos podem ser obtidos.
Considerando-se o potencial de detoxificacdo de sistemas bioldgicos, as modificacdes
quimicas ocorridas nos substratos podem diminuir sua atividade farmacolégica. O
metabolismo do &cido pseudolarico B pelo fungo Chaetomium globosum inativou o potencial
antifingico do substrato, principalmente através da conjugagdo com aminoacidos (ZHANG et
al., 2011). A inducdo da produgdo de 6xido nitrico promovida pelo deoxiandrografolido foi
reduzida ap6s a maioria das alteragdes quimicas promovidas pelo fungo Cunninghamella

blakesleana em sua estrutura (DENG et al., 2012).

Por outro lado, a modificagdo quimica de substratos diterpenoides por
biotransformacao ja foi associada ao aumento das atividades antimicrobiana, gastroprotetora,
alelopatica, anticolinesterasica e citotoxica frente a células tumorais (SOUSA, TEIXEIRA &
FURTADO, 2018). Um derivado carboxilado obtido a partir da biotransformagdo do éacido
traquiloban-19-6ico com Syncephalastrum racemosum, por exemplo, apresentou atividade
anticolinesterdsica maior nao apenas que seu precursor, mas também foi seis vezes mais ativo

que o controle positivo galantamina (DOS SANTOS et al., 2018).

Um exemplo classico de toxidade ativada apos metabolizacdo de substancias naturais
refere-se a um quadro epidémico de hepatite toxica na Franca. O metabolismo hepatico de
diterpenos neo-clerodanos presentes em Teucrium chamaedrys L., cujo extrato era consumido
em capsulas para fins de emagrecimento, levou a formagdo de metabolitos hepatotoxicos em
humanos (VEIGA JUNIOR, PINTO & MACIEL, 2005). O efeito toxico foi relacionado
provavelmente a conversdo dos diterpenoides (Figura 11) em metabdlitos eletrofilicos pelas
enzimas CYP3A, sendo a presenca do anel furano determinante para a toxidade (LEKEHAL

et al., 1996).

Dada a importancia dos estudos de biotransformagdo com diterpenoides, os estudos
com os diterpenos AP e ADA especificamente podem corroborar para a utilizacdo mais eficaz
e segura das oleorresinas de Copaifera e também de outras fontes vegetais que contém o0s
diterpenos estudados. O emprego de diferentes abordagens de biotransformac¢ao podem

contribuir para o entendimento do metabolismo destas substancias in vivo.
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Figura 11. Diterpenos A) teuchmaedrina A e B)
teucrina A, isolados de Teucrium chamaedrys L. e
relacionados aos efeitos hepatotoxicos apos
metabolizacdo pelas enzimas P450 (LEKEHAL et
al., 1996).

A biotransformacao dos diterpenos AP e ADA ¢ importante ndo apenas para estudos de
seguranga, mas também ¢ uma etapa necessaria caso haja interesse em utiliza-los como
prototipos de novos farmacos ou fitomedicamentos, além de propiciar informacgdes
importantes do ponto de vista biotecnologico para estratégias de obtengdo de metabdlitos de

interesse.

Por fim, os estudos de biotransformagdo também podem resultar em metabdlitos
inéditos e farmacologicamente ativos, o que pode ser atrativo para companhias farmacéuticas
interessadas em explorar substincias bioativas oriundas da biodiversidade brasileira e agregar

valor a comercializagdo e exportagdo das oleorresinas de Copaifera.

Hé4 diversas patentes registradas envolvendo biotransformagdo de diterpenoides
(SCIFINDER, 2018; United States Patent and Trademark Office — USPTO, 2018). Alguns
exemplos sdo a utilizacdo de micro-organismos recombinantes para a producao de glicosideos
de esteviol com elevado grau de pureza para serem utilizados como adogantes naturais em
alimentos e bebidas, utilizagdao de leveduras para a producao de derivados a serem utilizados
como fragrancias a partir da biotransformacdo do larixol e manool e utilizacdo de
biotransfomagdo para a produ¢do de reguladores de crescimento de plantas. Processos de
biotransformacdo com diterpenos taxanos também sdo patenteados para a producao de
intermediarios do paclitaxel, o qual ¢ utilizado como agente antitumoral. Tais patentes
indicam a importancia da biotransformacdo de diterpenoides na induastria alimenticia,

farmacéutica e agricola.
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5 CONCLUSOES
As investigagdes realizadas neste trabalho permitiram concluir que:

& Reagdes de fase I e II foram detectadas com os fungos filamentosos, micro-organismos
do trato gastrointestinal e microssomas hepaticos humanos. O metabolismo oxidativo foi
predominante nos trés modelos de biotransformacdo utilizados. No entanto, cada
biocatalisador apresentou reacdes exclusivas como a acetilagdo pelas enzimas dos fungos
filamentosos, a metilagdo pelos micro-organismos do trato gastrointestinal e a glucuronidagao

pelas enzimas microssomais.

& Comparativamente, o modelo de biotransformagdo com os fungos filamentosos
possibilitou maiores rendimentos. As enzimas fungicas também promoveram maior
diversidade de reagdes sobre os substratos quando comparado as enzimas bacterianas e

microssomais.

& Os estudos in vitro realizados neste trabalho contribuem para o entendimento de
possiveis vias metabdlicas dos diterpenos in vivo. Através da extrapolagdo para o sistema in
vivo, baseado nos resultados obtidos nestas condi¢cdes experimentais, sugere-se que no
organismo humano os diterpenos AP e ADA convertam-se majoritariamente em metabolitos

oxidados pelas enzimas P450 e sejam pouco metabolizados pela microbiota intestinal.

& Os estudos de citotoxidade permitiram concluir que a maioria das modifica¢des
quimicas promovidas pelos fungos sobre o precursor AP levou a diminui¢do do potencial
citotoxico, enquanto a maioria das reagdes quimicas sobre o ADA ndo afetou
significativamente sua atividade bioldgica, contribuindo para os estudos de seguranca das

oleorresinas de Copaifera.

# No entanto, o derivado PO5S(ADA) obtido com o fungo C. echinulata apresentou maior
potencial citotdxico (ICso = 191,5 pM) que seu precursor ADA (ICsp = 284,6 uM) frente a
células normais de epitélio mamario. Adicionalmente, a producao do acido enr-agético a partir
da transformagdo do ADA pela bactéria L. fermentum indica a necessidade de estudos mais
aprofundados acerca do metabolismo dos constituintes das oleorresinas de Copaifera, uma

vez que o acido agatico ja foi reportado na literatura como abortivo em mamiferos.

& O aumento da atividade citotdxica contra células tumorais foi verificado apenas para o

derivado PO6(AP) (ICsp = 62,6 uM), sugerindo que a isomerizacao da dupla e introdugao de
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grupo acetato na estrutura do precursor AP (ICsy = 239,5 uM) pode ser uma estratégia para

obtenc¢do de derivados mais ativos frente a linhagem tumoral HeLa.

& De modo geral, os resultados obtidos neste estudo reforcam a importancia da
biotransformacao como estratégia para obtencdo de novas estruturas quimicas € como uma
valiosa ferramenta para o entendimento de vias metabolicas e relagdes estrutura-atividade de

substancias naturais bioativas.
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