
 
 

 
 

 

 

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARÁ 

 INSTITUTO DE CIÊNCIAS DA SAÚDE 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM CIÊNCIAS FARMACÊUTICAS 

 
 
 
 

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE Copaifera reticulata E 
DOCAGEM MOLECULAR DE TERPENOS PRESENTES NA 

ESPÉCIE 

 
 
 
 
 

Jéssica Melissa de Oliveira Tomaz 

 
 
 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

BELÉM – PA 
2022 



 
 

 
 

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARÁ 

 INSTITUTO DE CIÊNCIAS DA SAÚDE 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM CIÊNCIAS FARMACÊUTICAS 

 
 

 

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE Copaifera reticulata E 
DOCAGEM MOLECULAR DE TERPENOS PRESENTES NA 

ESPÉCIE 

 
 
 
 

Autora: Jéssica Melissa de Oliveira Tomaz 
 
 Orientadora: Prof. Dra. Maria Fâni Dolabela 
Co-orientadora: Profa. Dra. Dayse Lúcia do 
Nascimento Brandão 

 
 

Dissertação de mestrado            apresentada ao Programa de 

Pós-graduação em Ciências Farmacêuticas, área de 

concentração: Fármacos e Medicamentos, do Instituto 

de Ciências da Saúde da Universidade Federal do Pará 

como requisito para obtenção do título de mestre em 

Ciências Farmacêuticas. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

BELÉM-PA 
2022 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Dados Internacionais de Catalogação na Publicação (CIP) de acordo com ISBD Sistema 
de Bibliotecas da Universidade Federal do Pará 

Gerada automaticamente pelo módulo Ficat, mediante os dados fornecidos pelo(a) 
autor(a) 

 
 

 

D278a de Oliveira Tomaz, Jessica Melissa. 
ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE Copaifera 

reticulata E DOCAGEM MOLECULAR DE TERPENOS 
PRESENTES 
NA ESPÉCIE / Jessica Melissa de Oliveira Tomaz. — 2019. 

73 f. 
 

Orientador(a): Prof. Dr. Maria Fani Dolabela 
Dissertação (Mestrado) - Universidade Federal do 
Pará, 

Instituto de Ciências da Saúde, Programa de Pós-
Graduação em Ciências Farmacêuticas, Belém, 2019. 

 

1. Copaifera reticulata. 2. Fitoquimica. 3. 
estudo computacional . 4. antimicrobianos. I. 
Título. 

 

CDD 615.4 
 

  



 
 

Jéssica Melissa de Oliveira Tomaz 
 
 
 

 
 
 

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE Copaifera reticulata E 
DOCAGEM MOLECULAR DE TERPENOS PRESENTES NA 

ESPÉCIE 

 
 
 

Dissertação de mestrado apresentada ao Programa de Pós- graduação em 

Ciências Farmacêuticas, do Instituto de Ciências da Saúde da Universidade 

Federal do Pará como requisito para obtenção do título de mestre em ciências 

farmacêuticas. Área de concentração: Fármacos e Medicamentos. 

 
Banca examinadora 

 
 
 

___________________________________________________________________ 
Profa. Dra. Maria Fâni Dolabela (Orientadora) 

Programa de Pós-Graduação em Ciências Farmacêuticas 
 
 
 

___________________________________________________________________ 
Profa. Dra Marta Chagas Monteiro 

Programa de Pós-Graduação em Ciências Farmacêuticas, UFPA 
 
 
 

___________________________________________________________________ 
Prof. Dr. Julio Cesar Pieczarka 

Instituto de Ciências Biológicas, UFPA 
 
 
 
 
 
 
 

BELÉM - PA 
2022 



 
 

AGRADECIMENTOS 

A Universidade Federal do Pará, por possibilitar a obtenção do título de mestre e por todas as 

oportunidades a mim concedidas.  

Ao Laboratório de Farmacologia e Doenças Negligenciadas e todos seus colaboradores, bem 

como aos petianos e ao Grupo PET Farmácia, onde recebi todos os insumos e investimentos 

que possibilitaram a realização deste trabalho e minha formação acadêmica e profissional. 

À minha orientadora Maria Fani Dolabela que conheci em 2013 ainda no ensino médio, por 

me receber e acolher no seu laboratório e na sua vida, agradeço pela orientação, pela 

amizade, paciência e conselhos de vida.  

Às Profª. Dra. Marta Chagas Monteiro e Dra. Roseane Maria Ribeiro Costa por permitirem a 

utilização dos Laboratórios de Microbiologia e de Nanotecnologia Farmacêutica. À Dra. 

Rafaela Cabral pela identificação botânica da espécie estudada neste trabalho. 

À Dayse Brandão, minha mamãe acadêmica, que me acolheu de braços abertos e nunca 

mediu esforços pra tornar tudo isso possível, obrigada por todos os ensinamentos, 

conhecimentos, orientações pela representatividade e por ser uma inspiração.  

À Deus e meus guias pela vida e saúde concedidos a mim e aos meus ancestrais que sempre 

me guiaram e me sustentaram em cada passo dessa caminhada até aqui. 

A mim, pela força, perseverança e resiliência em frente as situações mais adversas possíveis, 

sou grata por essa conquista e pela realização profissional. 

Aos meus pais, José Adilson Tomaz e Imônica Valéria de Oliveira Tomaz que sempre se 

dedicaram e investiram em mim, sendo fundamentais para minha formação acadêmica.  

Às minhas irmãs, Jennefer Tomaz e Stheffany Tomaz, que são minha maior fonte de amor e 

coragem, são meu colo, meu afeto e minha família, agradeço por ter compartilhado a vida 

com vocês e por serem meu esteio. 

À minha noiva Ariela Motizuki, agradeço ter te encontrado e poder compartilhar contigo a vida 

e os sonhos, obrigada por todo afeto, cuidado além do teu apoio e incentivos que foram 

essenciais.  

À minha amiga Hanna Martins com quem eu formo a dupla JeHa, por ter caminhado comigo 

nos 5 anos de graduação, e 3 anos de mestrado, pela amizade, por compartilhar comigo 

momentos de choros, angustias, noites em claro e muitos momentos felizes e de sorrisos 

também.  

Aos meus amigos Gleison Gonçalves e Hanna Ramos, por compartilharem comigo 2 anos de 

Grupo PET Farmácia agradeço o companheirismo, o afeto e as contribuições neste trabalho. 

Aos amigos que construí durante esses anos, e que me apoiaram e fortaleceram nessa 

jornada.  



 
 

E a todos aqueles que torceram por mim, que acreditaram na minha capacidade, a todos que 

me deram oportunidades e que contribuíram de modo direto ou indireto, na realização desta 

etapa de minha vida. 

Muito obrigada! 

 

 

 

 

 

 

“Quando a mulher negra se movimenta, toda a estrutura da sociedade se movimenta com 

ela.” 

 

  



 
 

RESUMO 

A resistência bacteriana aos antibióticos disponíveis é crescente, tornando-se urgente 
a busca de alternativas terapêuticas. O gênero amazônico Copaifera L. é utilizado na 
medicina tradicional para o tratamento de doenças bacterianas e seus terpenos 
parecem ser promissores como antimicrobiano. O presente estudo avaliou a atividade 
antimicrobiana de extratos de C. reticulata e terpenos presentes na espécie. Os 
extratos foram obtidos por maceração e extração sob refluxo, sendo caracterizado por 
cromatografia em camada e submetidos a microdiluição utilizando diferentes 
bactérias. Foram selecionados 12 terpenos, seguido da predição dos aspectos físico-
químicos, farmacocinéticos, toxicidade, atividades biológicas e docagem molecular 
em MSBa (transportador ABC de cassete de ligação de ATP). Em extratos obtidos de 
folhas (EFo) e galhos (EGa) foram detectados diferentes metabolitos secundários, 
dentre estes terpenos. Os extratos mais promissores como antimicrobianos foram: 
extratos metanólicos Fo/Ga e etanólico Fo. Em relação a regra de Lipinski, apenas o 
LogP foi violado pelos terpenos, apresentando alta absorção intestinal, atravessam a 
BHE, metabolizados por CYP e podem inibi-la. Todas as moléculas apresentaram 
toxicidade, sendo o ácido caurenóico o menos tóxico. As moléculas mais promissoras 
como antimicrobiano foram o beta-cariofileno, ácido copalico, kolavic-15-metil-ester e 
trans-alfa-bergamoteno. A docagem molecular sugere que os compostos mais 
promissores foram alpha-copaeno, alpha-humulene e Trans-α-Bergamoteno sendo 
essa última a molécula mais promissora. Em síntese, a C. reticulata possui potencial 
antimicrobiana e algumas moléculas podem ligar a proteína MSBa, interferindo no 
mecanismo de resistência bacteriana a outros fármacos. 
 
Palavras- chave: Copaifera, terpenos, antimicrobiano, transportador ABC de cassete 
de ligação de ATP 
  



 
 

ABSTRACT 
Bacterial resistance to available antibiotics is increasing, making the search for 
therapeutic alternatives urgent. The Amazonian genus Copaifera L. is used in 
traditional medicine for the treatment of bacterial diseases and its terpenes appear to 
be promising as an antimicrobial. The present study evaluated the antimicrobial activity 
of C. reticulata extracts and terpenes present in the species. Twelve terpenes were 
selected, followed by the prediction of physicochemical, pharmacokinetic, toxicity, 
biological activities and molecular docking in MSBa (ABC transporter with ATP binding 
cassette). In extracts obtained from leaves (EFo) and twigs (EGa) different secondary 
metabolites were detected, among these terpenes. Regarding Lipinski's rule, only 
LogP was violated by terpenes, presenting high intestinal absorption, crossing the 
BHE, metabolized by CYP and can inhibit it. All molecules showed toxicity, with 
kaurenic acid being the least toxic. The most promising molecules as antimicrobial 
were beta-caryophyllene, copalic acid, kolavic-15-methyl-ester and trans-alpha-
bergamotene. Molecular docking suggests that the most promising compounds were 
alpha-copaene, alpha-humulene and trans-α-Bergamotene with the latter being the 
most promising molecule. 
Key words: Copaifera, terpenes, antimicrobial, transportador ABC de cassete de 
ligação de ATP 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Estimam que, anualmente, mais de dois milhões de infecções resistentes a 

antibióticos ocorrem nos Estados Unidos, resultando em aproximadamente 23.000 

mortes (HAMPTON, 2013). Corre-se o risco de retorno a era pré-antibiotica, não sendo 

posssivel realizar o tratamento de infecções bacterianas, tornando-se urgente a busca 

de novas estratégias para combater a crescente resistência dos microorganismos 

(BROWN; WRIGHT, 2016). 

Em bactérias resistentes aos fármacos, estão associados uma grande variedade 

de mecanismos de resistência dentre os quais podemos citar os reguladores 

transcricionais (TRs) bacterianos desempenham um papel importante na regulação 

da transcrição de genes funcionais necessários para sobreviver a estresses 

ambientais, incluindo resistência a antibióticos (TANG et al., 2019; LI et al., 2021). A 

mutação nos TRs de resistência a múltiplos antibióticos (MarR) em Escherichia coli 

leva a expressão de proteínas que resultam na ativação da bomba de efluxo que está 

envolvida na resistência a múltiplos fármacos, como, por exemplos, à tetraciclina, 

quinolonas e β-lactâmicos (POURAHMAD; JAKTAJI e EBADI, 2013; LANKESTER et 

al., 2019; LI et al., 2021). 

Existem moléculas que podem inibir a bomba de efluxo impedindo a extrusão ativa 

do fármaco, revertendo a resistência bacteriana, estas são chamadas de 'quebradores 

de resistência' ou 'potenciadores de antibióticos (KALAN e WRIGHT, 2011; BERNAL 

et al., 2013; FARHA e BROWN, 2013; WORTHINGTON e MELANDER, 2013; BUSH, 

2015; GILL e FRANCO, 2015; CHAKRADHAR, 2016; WRIGHT, 2016; GONZALEZ- 

BELLO, 2017; MELANDER e MELANDER, 2017). Vários compostos de origem natural 

dentre estes estão os terpenos, que potencializaram a atividade de eritromicina e 

tetraciclina contra o respectivo S. aureus contendo Msr(A) e Tet(K) bombas 

(GONZALEZ- BELLO, 2017).  

O Msba (transportador ABC de cassete de ligação de ATP) é um transportador 

bacteriano do tipo ABC essencial para o transporte de LPS para a superfície celular, 

tendo sido encontrado um inibidor alostérico para essa proteína que altera a 

conformação do transportador impedindo que este consiga fazer o transporte do LPS 

para a superfície (HO et al., 2018). O transportador Msba representa um mecanismo 

de resistência existentes em E.coli devido estar envolvido no efluxo de antibióticos 
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para fora da célula bacteriana.  Desse modo, a sua inibição pode ser um potencial 

alvo para a reversão da resistência uma bacteriana (HAUBERTIN et al., 2006). 

Além de buscar moléculas que possam reverter a resistência bacteriana, ainda é 

necessário buscar novos fármacos antimicrobianos. Na região amazônica a copaíba 

é amplamente utilizada para fins medicinais, principal forma de utilização dessa planta 

medicinal é o seu oleorresina com ações anti-inflamatória, antimicrobiana e 

cicatrizante. Estudos etnobotânicos relatam também o uso do chá obtido da decocção 

das cascas, cujas finalidades terapêuticas são o tratamento de doenças pulmonares 

e asma, anti-hemorroida e purgativo (ROSA; GOMES, 2009, SANTANA et al., 2014). 

As propriedades farmacológicas de Copaifera L. são atribuida aos terpenos de 

sua composição química, componentes majoritarios em suas oleorresinas e extratos 

(WENNINGER; YATES; DOLINSKY, 1967; CALVIN, 1980). Estudos demonstraram 

que sesquiterpenos e diterpenos ja foram isolados de especies de Copaifera spp. 

demonstram potencial cicatrizante, antileishmania, antinociceptiva e antimicrobiana 

DE ALBUQUERQUE et al., 2017; RIBEIRO, 2017; SANTOS et al., 2013). Os terpenos: 

ácido ent-agático (Figura 1); ácido (13E)-ent-labd-8(17)-en-15,18-dióico; ácido ent-

poliáltico; ácido ent-caurenóico; ácido colavenico e ácido (13E)-ent-labda-7,13-dien-

15-óico, isolados de Copaifera, apresentaram atividade antimicrobiana (BARBOSA,  

A maioria dos estudos químicos e farmacológicos realizados com espécies de 

Copaifera foi realizada com oleorresinas, havendo carência de estudos com extratos 

obtidos de diferentes partes do vegetal. Além disso, faltam estudos que avaliem o 

potencial “potencializadores de atividade” antimicrobiana de terpenos presentes neste 

gênero. Estas lacunas do conhecimento justifica a realização deste estudo. 

As hipóteses deste estudo são: H1- que extratos obtidos de C. reticulata são 

promissores como antimicrobiana; H2- terpenos já isolados deste gênero podem inibir 

a bomba de efluxo, podendo reverter a resistência bacteriana. 
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Figura 1. terpenos isolados de Copaifera L. 
Legenda: (1) ácido ent-agático; (2) ácido (13E)-ent-labd-8(17)-en-15,18-dióico; (3) ácido ent-poliáltico; (4) ácido 
ent-caurenóico; (5) ácido colavenico; (6) ácido (13E)-ent-labda-7,13-dien-15-óico. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1. Resistencia microbiana 

A resistência bacteriana é um fenômeno natural que ocorre como uma resposta 

dos microrganismos quando expostos a ambientes hostis, sejam eles no meio 

ambiente ou não, quando expostos a ação de antibióticos (WHO, 2018). Desta forma, 

a resistência se refere à capacidade de organismos que provocam doenças 

infecciosas, incluindo bactérias, sobreviverem a agentes projetados para matá-las. 

Trata-se de um processo natural, resultante de pressão seletiva no ambiente entre 

espécies de bactérias (YU et al., 2016). 

A resistência bacteriana pode ser caracterizada de maneira intrínseca, como 

resultado de uma característica estrutural ou funcional inerente de dada espécie, ou 

de maneira adquirida, como resultado de mutações que podem ocorrer durante a 

replicação celular ou serem induzidas por intermédio de agentes mutagênicos. 

(SILVA; RODRIGUES JUNIOR, 2022). Em bactérias resistentes os antibióticos 

tendem a atingir uma concentração intracelular mais baixa quando comparados com 

cepas sensíveis a antibióticos intimamente relacionadas, indicando menor taxa de 

absorção de drogas ou maior taxa de drogas exportadas (PAGÈS et al., 2008, 

ALEKSHUN e LEVY, 2007). Esse processo ocorre por diferentes mecanismos de 

resistência. 

Quando a bactéria invade o hospedeiro, para que sobreviva são desenvolvidos 

mecanismos de combate ao sistema imunológico do hospedeiro. As moléculas 

secretadas que interferem no reconhecimento de patógenos bacterianos pelo sistema 

imunológico do hospedeiro e componentes associados a patógenos que tornam o 

invasor mais resistente ao arsenal de moléculas antimicrobianas do hospedeiro, como 

lisozima, fosfolipase A2 do grupo IIA e pequenos peptídeos antimicrobianos catiônicos 

(CAMPs) (KOPRIVNJAK e PESCHEL, 2011). 

Em humanos, os CAMPs (catelicidinas é LL-37; defensinas têm uma estrutura 

de folha β que é estabilizada por três pontes dissulfeto; cinocidinas relacionados às 

quimiocinas liberadas das plaquetas ao entrar em contato com bactérias, 

trombocidinas) têm papéis imunomoduladores adicionais que contribuem para a 

defesa antimicrobiana do hospedeiro (KOPRIVNJAK e PESCHEL, 2011). Além disso, 

outros peptídeos antimicrobianos humanos foram descritos, incluindo dermcidinas 

aniônicas produzidas no suor humano, o hormônio regulador do ferro hepcidina 
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(GANZ, 2006) e produtos derivados de proteínas humanas, como α-melanócito- 

hormônio estimulante (MADHURI et al., 2009). 

Existem vários mecanismos propostos de como os CAMPs matam as bactérias, 

porém, para se defender alguns patógenos produzem moléculas extracelulares que 

se ligam e prendem os CAMPs e, assim, impedem sua ação antimicrobiana. 

Alternativamente, as bactérias podem interceptar peptídeos de defesa do hospedeiro 

antes de atingirem seu alvo - a membrana citoplasmática bacteriana - usando 

proteases secretadas ou associadas ao envelope celular. As proteases que degradam 

CAMP também podem estar associadas ao envelope celular bacteriano ancoradas na 

parede celular ou na membrana externa (GUINA et al., 2000; HUI et al., 2010). Tem 

sido sugerido que a evolução do CAMP levou à introdução de múltiplas pontes de 

cisteína, resultando em uma forma que é substancialmente mais resistente à 

proteólise (PESCHEL e SAHL, 2006). 

Para se proteger da resposta imune do hospedeiro, as bactérias podem se 

encapsular produzindo elaboradas matrizes extracelulares. O S. epidermidis produz 

exopolímero catiônico polissacarídeo adesina intercelular (PIA) e ácido poli-γ-

glutâmico aniônico (PGA), que demonstraram desempenhar um papel na resistência 

catiônica LL-37 e HBD3 e defesa aniônica peptídeo dermcidina (VUONG et al., 2004ª; 

VUONG et al., 2004b; KOCIANOVA et al., 2005). Estes mecanismos de resistência, 

provavelmente, envolve o sequestro eletrostático e mecânico dos peptídeos de defesa 

do hospedeiro na membrana citoplasmática bacteriana (KOPRIVNJAK e PESCHEL, 

2011). 

As moléculas que contribuem para a negatividade líquida da superfície 

bacteriana incluem peptidoglicano, polímeros aniônicos como TA, ácido teicurônico, 

lipopolissacarídeo (LPS) e fosfolipídios aniônicos na membrana citoplasmática 

bacteriana. O envelope de bactérias Gram-negativas consiste em uma fina camada 

de peptidoglicano e uma membrana externa extra com camada fosfolipídica interna e 

camada externa de LPS (RAETZ et al., 2007). As bactérias Gram-positivas não 

possuem a membrana externa, mas a parede celular espessa com múltiplas camadas 

de peptidoglicano, o envelope celular contém vários polímeros glicolipídicos ou 

glicolipídicos, nomeadamente TA, que estão ligados ao peptidoglicano (ácido teicóico 

da parede, WTA) ou à membrana celular (ácido lipoteicóico, LTA) (NEUHAUS e 

BADDILEY, 2003; WEIDENMAIER e PESCHEL, 2008). 
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A ligação dos CAMPs depende de interações eletrostáticas com as porções 

carregadas negativamente no envelope celular bacteriano (lipídio A e ácidos teicóicos: 

WTA, ácido teicóico da parede, LTA, ácido lipoteicóico). Os CAMPs precisam penetrar 

na membrana externa (bactérias Gram-negativas) ou na parede celular (bactérias 

Gram-positivas). PhoQ e ApsS são sensores de histidina quinase que respondem a 

CAMPs ou perturbações de membrana mediadas por CAMPs, sendo reguladores 

transcricionais da expressão de genes de resistência a CAMPs. Substituições de 

lipídio A por aminoarabinose e etanolamina, modificação de fosfatidilglicerol por L-

lisina e modificação D - alanina de WTA e LTA, atuam para neutralizar a carga líquida 

negativa do envelope celular bacteriano (KOPRIVNJAK e PESCHEL, 2011).  

Além disso, o aumento da resistência é obtido pela alteração da fluidez da 

membrana às substituições do TA pelo aminoácido D– alanina, que influencia 

parcialmente a negatividade líquida de TA (FISCHER, 1994; NEUHAUS e BADDILEY, 

2003; XIA; KOHLER e PESCHEL, 2009). Por sua vez, ésteres D - alanílicos de TA 

modulam funções de TA que aumentam significativamente a resistência de bactérias 

Gram-positivas a CAMPs e proteínas (PESCHEL et al., 1999; ABACHIN et al., 2002; 

COLLINS et al., 2002; WEIDENMAIER et al., 2005; KOVACS et al., 2006; ABI 

KHATTAR et al., 2009; COX et al., 2009). Fatores ambientais como pH, temperatura 

e concentração de sal (por exemplo, NaCl) (HEPTINSTALL; ARCHIBALD; BADDILEY, 

1970; HURST et al., 1975; MACARTHUR e ARCHIBALD, 1984) podem afetar o grau 

em que os TA são substituídos por D – alaninas (KOPRIVNJAK e PESCHEL, 2011).  

Outros fatores transcricionais são influenciados por fatores ambientais, um 

exemplo é o PmrA. A atividade do regulador transcricional PmrA é controlada por dois 

sistemas diferentes: (a) um sensor quinase PmrB que detecta ferro, zinco e condições 

ácidas leves, e (b) sistema de dois componentes PhoPQ que regula a atividade PmrA 

através da proteína PmrD. PhoPQ é um sensor de Mg2+, responde a mudanças no 

pH e à presença de CAMPs. Foi demonstrado que PhoP influência direta ou 

indiretamente a expressão de mais de 100 genes (KOPRIVNJAK e PESCHEL, 2011).  

As superbactérias (Enterococcus spp., Staphylococcus aureus, Klebsiella spp., 

Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter spp.), que são 

resistentes a diferentes fármacos (BOUCHER et al., 2009), possuem uma diversidade 

de mecanismos de resistência (intrínsecos, adquiridos e adaptativos) 

(BREIDENSTEIN et al., 2011). Por exemplo, uma superexpressão da bomba de efluxo 

de resistência-nodulação-divisão (RND) MexAB-OprM é comumente associada à 
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resistência a β-lactâmicos, enquanto MexXY-OprM medeia a diminuição da 

suscetibilidade a aminoglicosídeos, alguns β-lactâmicos e fluoroquinolonas (POOLE, 

2011). Além disso, a resistência às fluoroquinolonas também pode resultar da 

regulação positiva das bombas MexAB-OprM, MexCD-OprJ e MexEF-OprN (ADABI 

et al., 2015). As mutações na porina OprD, resultando na diminuição ou perda da 

mesma, levam à redução da recaptação do imipenem na célula e surgimento da 

resistência a esse fármaco (WALSH e AMYES, 2007).  

Algumas famílias de transportadores também estão entre os mecanismos de 

resistência descritos, tais como as proteínas da família resistência nodulação-divisão, 

facilitadores principais, sistemas de efluxo multidrogas, transportadores de cassete de 

ligação de ATP, como o MsbA em Escherichia coli, são as famílias de transportadores 

encontradas na literatura (TEIXEIRA et al., 2019). 

O MsbA consiste em uma proteína transportadora da família de proteínas ABC 

(ATP-binding cassette), esses transportadores estão envolvidos na importação celular 

de diferentes metabólitos ou no efluxo de antibióticos e moléculas exógenas 

(HAUBERTIN et al., 2006). O MsbA está presente em bactérias gram-negativas como 

E. coli onde catalisa o movimento do lipopolissacarideo (LPS) do interior da célula 

bacteriana para a superfície da membrana. O LPS consiste em um componente 

essencial membrana externa das bactérias Gram-negativas, faz parte da constituição 

da camada externa da membrana externa onde contribui para a assimetria lipídica, 

onde compõe uma barreira eficiente a antimicrobianos e outros fatores de stress. O 

LPS tem sua biogênese no folheto citoplasmático da membrana interna citoplasma, e 

depende da facilitação de uma flippase para realizar seu movimento transbicamada 

visto que esse movimento é energeticamente desfavorável requer facilitação por 

flippases. Devido a isso MsbA realiza o movimento de LPS para o folheto 

periplasmático celular (RAETZ; WHITFIELD, 2002, HO et al., 2018). O MsbA é um 

possível alvo bacteriano ainda pouco explorado, tendo em vista que a perda do MsbA 

causa rápida perturbação da membrana e morte celular. 

No caso dos macrolideos, os mecanismos mais comuns de resistência aos 

macrolídeos são o efluxo dos antibióticos (extrusão do fármaco da célula) e a 

modificação do sítio alvo por uma modificação pós-transcricional do rRNA 23S ou 

mutações no rRNA 23S ou proteínas ribossomais (LECLERCQ, 2002). A resistência 

adquirida através de uma mutação no sitio de ligação possui diferentes níveis e 

depende da posição em que a mutação ocorre (XIN et al., 2009; CARDINALE et al., 
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2011; AKAIKE et al., 2012). Além disso, P. aeruginosa pode produzir vários tipos de 

β-lactamases codificadas em plasmídeos, entre as quais as β-lactamases de espectro 

estendido (ESBLs) mediando resistência a cefalosporinas de amplo espectro, e as 

metalo-β-lactamases (MBLs) mediando resistência a carbapenemes são 

preocupantes (POTRON et al., 2015). 

Outros mecanismos podem interferir na resposta dos antibacterianos, como por 

exemplo a alteração da permeabilidade do fármaco na bactéria, devido as alterações 

na físico-químicas bacterianas. Outro possível mecanismo pode envolver a diminuição 

oi ausência de compatibilidade entre o local de ação e o fármaco (TEIXEIRA et al., 

2019). 

Em síntese, a resistência bacteriana aos fármacos é crescente, tonando-se 

urgente a busca de novos fármacos ou de adjuvante farmacológico, como exemplo os 

inibidores de beta-lactamase. Nesta busca, as plantas amazônicas podem ser uma 

importante fonte de moléculas com atividade antibacteriana e como adjuvantes 

farmacológicos. Um fato curioso é que a maioria dos estudos avaliaram somente a 

atividade antibacteriana das plantas e seus metabólitos, ainda sendo escassos os 

estudos que avaliem simultaneamente os dois aspectos. 

Um gênero muito importante, em termos medicinais, na Amazônia é o 

Copaifera, sendo o uso de seu óleo relatado desde o século XVI (DE ALBUQUERQUE 

et al., 2017), dentre as alegações tem-se para o tratamento de patologias ocasionadas 

por bactérias. Alguns estudos demonstraram a atividade antibacteriana do oleorresina 

(MADHURI et al., 2009) e ainda são escassos os estudos com os extratos de espécies 

pertencentes ao gênero, tornando este trabalho ainda mais relevante. 

2.2. Copaífera   

O gênero Copaifera pertence à família Leguminosae Juss. e subfamília 

Caesalpinoideae Kunth (VEIGA JR e PINTO, 2002) e são caraterizadas pela presença 

de estruturas secretoras internas que sintetizam e acumulam oleorresina, que 

possuem expressiva atividade e alto valor comercial (RODRIGUES; TEIXEIRA; 

MACHADO, 2011). As plantas deste gênero são conhecidas popularmente como 

“copaíba ou copaibeiras” e a origem do nome copaíba pode ser atribuída ao tupi cupa-

yba, “árvore de depósito”, ou que tem jazida em alusão ao óleo que guarda em seu 

interior.  
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As copaibeiras são árvores de crescimento lento, alcançam de 5 a 40 metros 

de altura, podendo viver até 400 anos. O tronco é áspero, de coloração escura, 

medindo de 0,4 a 4 metros de diâmetro. As folhas são alternadas, pecioladas e 

penuladas. Os frutos contêm uma semente ovóide envolvido por um arilo abundante 

e colorido. As flores são pequenas, apétalas, hermafroditas e arranjadas em panículos 

axilares (VAN DEN BERG, 1982; PIO CORRÊA, 1984) 

As copaíbas são árvores nativas da região tropical da América Latina e também 

da África Ocidental. De acordo com o Index Kewensis (1996) o gênero Copaifera 

possui 72 espécies. No Brasil são encontradas facilmente nas regiões Amazônica e 

Centro-oeste, sendo as espécies mais abundantes: C. officinalis L., C. guianensis 

Desf., C. reticulata Ducke, C. multijuga Hayne, C. confertiflora Bth, C. langsdorffii 

Desf., C. coriacea Mart. e C. cearensis Huber ex Ducke (ANDRADE; FERRAZ; VEIGA 

JR, 2000, VEIGA JR e PINTO, 2002). Dentre estas espécies, C. reticulata Ducke 

ocorre apenas no Brasil, na Amazônia brasileira, habita mata de terra firme e foi 

encontrada amplamente distribuída na porção oriental, sendo rara na região ocidental 

e ausente a nordeste; amplamente distribuída no Pará, podendo ainda ser encontrada 

nos estados Amapá, Roraima e Mato Grosso (MARTINS-DA-SILVA; PEREIRA; LIMA, 

2008). 

Quimicamente, o gênero Copaifera destaca-se por apresentar uma enorme 

diversidade de metabólitos secundários. Estudos realizados, especialmente com o 

óleo de copaibeiras, revelam em grande maioria a presença de sesquiterpenos e 

diterpenos (MORIN et al. 1986; PINTO et al. 1996; BRAGA, 1998). Dentre os 

diterpenos já descritos na literatura, todos pertencem aos esqueletos caurano, 

clerodano e lábdano, como os ácidos caurenóico, copálico e hardwickiic (Figura 2). 

(CASCON e GILBERT, 2000). 

 Quanto as partes aéreas, existem poucos estudos com relação a composição 

química e suas atividades farmacológicas. Foi observado que a composição das 

partes aéreas difere muito da oleorresina, sendo constituído majoritariamente de 

composto polares derivados da via do ácido chiquímico, incluindo flavonoides e 

derivados do ácido gálico. (SOUZA et al. 2011; NOGUEIRA; FURTADO e BASTOS, 

2015). 

 

 

 



23 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Numeração e estereoquímica comuns aos esqueletos diterpênicos: caurano, clerodano e 
labdano e seus derivados 

 

A copaíba é uma planta medicinal que tem seu uso popular bastante 

disseminado, há relatos de uso da copaíba para muitas finalidades, dentre as quais 

podemos citar o uso como antibacteriano, antiinflamatório, cicatrizante e para doenças 

gástricas (LEANDRO et al., 2012).  O óleo resina extraído do tronco da árvore de 

copaíba apresenta diversas propriedades, como medicinais e cosméticas. Sendo uma 

das plantas com uso medicinal mais conhecida e utilizada no Brasil, o óleo é 

encontrado na forma farmacêutica de pomadas, óleos in natura, cápsulas, emulsões, 

entre outros (MACIEL; PINTO e VEIGA JUNIOR, 2002). 

A oleorresina C. reticulata Ducke possui muitos usos terapêuticos tradicionais, 

entre os quais estão o uso como antiinflamatório, cicatrizante, para doenças gástricas 

e antibacteriano (LEANDRO et al., 2012). Em destaque estão os usos para tratamento 

de infecções bacterianas, onde estudos demonstraram atividade contra muitas cepas, 

especialmente de bactérias Gram-positivas, como o Staphylococcus aureus com 

concentração inibitória mínima (CIM) de 5 μg/mL (PACHECO et al., 2006). Outro 

Caurano Labdano Clerodano 

Ácido hardwickiico Ácido copálico Ácido caurenóico 
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estudo, testou o oleorresina frente à Enterococcus faecium e Staphylococcus aureus 

resistente à meticilina (MRSA), demonstrando significativa atividade com CIM de 4,2 

e 5,3 μg/mL respectivamente (BARBOSA et al., 2018). 

Estudos de caracterização química mostraram que a oleorresina de copaíba é 

composta por sesquiterpenos e diterpenos (VEIGA JUNIOR e PINTO, 2002), sendo 

atribuída aos terpenos as atividades antimicrobianas da oleorresina (BIAVATTI et al., 

2006). Os sesquiterpenos são majoritários na composição da oleorresina, o β-

cariofileno é um dos mais encontrados sendo a ele atribuído muitas atividades 

biológicas como a atividade antimicrobiana (LEANDRO et al., 2012). Além disso, já 

foram identificados em óleo-resina de C. reticulata o ácido copálico, ácido 

hardwickiico, ácido caurenóico, α humuleno, α copaeno e β bisaboleno (SANTOS, 

2008; ZOGHBI, 2009; TRINDADE et al., 2018). (Figura 3). 

Quanto aos efeitos sobre a mucosa gástrica, estudos avaliando atividade de 

extratos das folhas de C. reticulata demonstraram efeitos citoprotetores para a 

mucosa gástrica em modelos de úlceras agudas, entretanto, estes extratos foram 

tóxicos para a linhagem celulares tumorais de adenocarcinoma gástrico (LEMOS, 

2016). Extratos obtidos de 6 espécies de Copaifera foram analisadas e demostraram 

citotoxicidade in vitro, porém não foi observada toxicidade in vivo (FURTADO, 2018). 

De extrato obtido de sementes de C. langsdorffi foram detectados compostos fenólicos 

e aromáticos (STUPP et al. 2008).  
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Figura 3. Estruturas químicas de substâncias identificadas na espécie C. reticulata Ducke 
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2.2.1. DOCAGEM MOLECULAR 

 
A pesquisa e desenvolvimento de fármacos passou por alguns períodos ao longo da 

história, indo desde a descoberta ocasional de fármacos no século XIX até as metodologias 

atuais que aliam o conhecimento das estruturas químicas com a área da química 

computacional e a modelagem molecular, triagem de fármacos em larga escala, e os dados 

produzidos pelos projetos genoma e proteoma humanos (ROQUE, 2010). Nesse contexto, o 

planejamento racional de fármacos baseado em estruturas (Struct-Based Drug Design) por 

meio da computação cientifica vem se mostrando uma abordagem metodológica de sucesso 

e tomando destaque devido a redução do tempo e dos custos relacionados a pesquisa e 

desenvolvimento de novos fármacos (ODUGUWA et al., 2006)  

Essa metodologia inclui etapas relacionadas ao ligante e etapas relacionadas ao alvo. 

Para selecionar os ligantes, é realizada uma triagem das moléculas com potencial 

farmacológico para ser testadas e suas afinidades com o receptor comparadas através de 

métodos computacionais de cinética, metabolismo e toxicidade. Posteriormente temos o 

atracamento receptor-ligante que consiste na predição do correto modo de ligação de uma 

molécula teste com uma macromolécula alvo (ANDRICOPULO; SALUM e ABRAHAM, 2009). 

A abordagem in sílico para a triagem e o melhoramento de compostos a traves de métodos 

de atracamento são estratégias importantes na redução de custos do processo de 

desenvolvimento de fármacos (MAGALHÃES, 2006). 

Nesse sentido as plantas medicinais consistem em uma importante fonte para a 

prospecção de moléculas bioativas, devido a diversidade química e estrutural dos metabolitos 

secundários encontrados na composição destas possuem alto potencial para se tornarem 

protótipos de fármacos (BRASIL, 2017) dentre esses metabolitos com atividade farmacológica 

destacamos os terpenos aos quais são atribuídos atividade antitumoral, antimicrobiano, 

antifúngico, antiviral, anti-hiperglicêmico, analgésico, anti-inflamatório  

e atividades antiparasitárias (PADUCH et al., 2007). A partir dessas moléculas 

biológicas podem ser realizadas modelagem molecular e modificação molecular e variação 

estrutural para a obtenção de antibióticos menos tóxicos, mais efetivos ou ambos (LIMA; 

BENJAMIM e SANTOS, 2017). 
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3 OBJETIVOS 

3.1. Objetivo Geral 

Investigar o potencial antibacteriano de C. reticulata, bem como o potencial 

de reversão da resistência bacteriana dos terpenos isolados, determinar a 

atividade antibacteriana de extratos de C. reticulata 

3.2. Objetivos Específicos 

• Realizar estudos fitoquímicos de extratos obtidos de diferentes partes de C. 

reticulata Ducke; 

• Avaliar a atividade antimicrobiana frente a bactérias gram-positiva, gram-

negativa e Candida sp.; 

• Realizar a predição in sílico da atividade antibacteriana de terpenos de C. 

reticulata Ducke; 

• Realizar docagem molecular de terpenos isolados de C. reticulata Ducke em 

MsbA. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

4.1. Material 

4.1.1. EQUIPAMENTOS 

• Agitador magnético mini com aquecimento - Quimis; 

• Autoclave 75 L - Phoenix; 

• Balança analítica – Bioprecisa, modelo FA2104 N Eletronic Balance; 

• Banho-maria – SOLAB Científica, modelo SL 150; 

• Banho de Ultrassom – Tecnal Equipamentos para laboratório, modelo 2210 

Branson. 

• Cabine de fluxo laminar vertical – Pachane, modelo PA 310; 

• Capela – Quimis; 

• Chapa aquecedora; 

• Dessecador de vidro; 

• Destilador de água; 

• Estufa – Medicate Produtos Médicos, modelo Md 1.2; 

• Estufa Microprocessada de Cultura Bacteriológica, modelo Q316M, Quimis; 

• Evaporador rotatório, Fisatom; 

• Forno Mufla – Forlabo nº 2750; 

• Geladeira – Electrolux; 

• Leitor de Microplacas – Biotek, modelo ELX 808; 

• Micropipetas, volume ajustável de 2-20 μL, 10-100 μL e de 100-1000 μL – 
Paguepet; 

• Moinho de facas - Marconi; 

• pHmetro de bancada – Quimis Q400RS; 

 

4.1.2. SOLVENTES, REAGENTES E OUTROS 

 

• Água destilada; 

• Acetato de etila P.A - Dinâmica; 

• Ácido clorídrico - Dinâmica; 

• Ácido sulfúrico - Dinâmica; 

• Álcool metílico (Metanol) – Dinâmica; 
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• Álcool grau 96°GL (Álcool Etílico hidratado); 

• Álcool etílico 70%; 

• Diclorometano P.A – Dinâmica; 

• Dimetil-sulfóxido (DMSO) – Dinâmica; 

• Hexano P.A – Dinâmica; 

• Solução salina 0,85%; 

• Sílica gel 60 para cromatografia de camada delgada Flash - Merck®. 

  

4.1.3. FÁRMACOS, MEIOS DE CULTURA E OUTROS 

 

• Anfotericina B 50 mg sol.; 

• Ágar Müller Hinton - Himedia; 

• Ágar Cetrimide – Himedia 

• Ágar Manitol – Himedia 

• Ágar McConkey – Himedia; 

• Ágar Sabouraud - Himedia; 

• Caldo Müller Hinton – Kasvi; 

• Cloranfenicol 1g pó (suspensão); 

• Sulfato de Gentamicina 80 mg/ 2mL; 

• Algodão hidrófobo; 

• Gaze 

4.1.4. MATERIAL PLÁSTICO E METAL 

 

• Cuba cromatográfica; 

• Espátulas de metal; 

• Estantes plásticas; 

• Pinça de alça inox; 

• Papel alumínio comercial; 

• Papel de filtro MN 618; 

• Pipetas Pasteur de plástico; 

• Placas de cultura de células de 96 poços, fundo chato com tampa - TPP; 

• Ponteiras de 10 – 1000 µL e de 20 a 200µL; 
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• Tubo cônico graduado 15 mL não estéril (Tipo Falcon); 

• Tubo cônico graduado 50 mL estéril (Tipo Falcon) - Becton-Dicknson; 

• Tubos de microcentrifuga (Tubos eppendorf) de 1,5 e 2,0 mL – Alfa; 

• Alças em poliestireno calibradas descartáveis 10µL (LabPlast); 

• Swab (J. Prolab); 

• Placas Petri descartável 90X15 cm (J. Prolab); 

• Pipeta Pausteur descartável; 

• Ponteiras de 10 a 1000µL e de 20 a 200 µL; 

 

4.1.5. VIDRARIAS 

 

• Balão volumétrico de 250 mL, 500 mL, 100 mL – Laborquimi; 

• Bastão de vidro; 

• Becker de 600, 1000 mL – Sateli; 

• Condensador; 

• Erlenmeyes de 250, 2000 mL – Vidrolabor; 

• Pipetas de vidro graduadas de 1 mL, 5 mL, 10 mL – Vidrolabor; 

• Proveta de 50 mL, 200 mL, 500 mL, 100 mL – Vidrolex; 

• Tubos de ensaio; 

• Tubos de ensaio com rosca; 
 

4.1.6. MATERIAL BIOLÓGICO 

 
Para os testes da atividade antimicrobiana foram utilizadas cepas padrão American 

Type Culture Colection (ATCC) de Staphylococcus aureus, ATCC 25923; 

Pseudomonas aeruginosa, ATCC 9027; Salmonella typhi. ATCC 14029; Protheus 

mirabilis. ATCC 8/7 e Candida albicans, ATCC 14053, obtidas da 

FIOCRUZ/Laboratório Central do Estado (LACEN-PA).  

 

4.2. Métodos 
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4.2.1. PROCESSAMENTO DA DROGA VEGETAL E EXTRATOS DE Copaifera 

reticulata 

 

O material vegetal foi obtido em Barcarena-PA (latitude 01º31'8'' e longitude 

48º37'1''), identificado pela Dra. Rafaela Cabral e sua exsicata MG 231604 depositada 

no herbário João Murça do Museu Emilio Goeldi.  

As folhas e galhos foram devidamente separados e lavados com água corrente, 

posteriormente dispostos em bancada sobre papel absorvente a temperatura 

ambiente para evaporação da água, secos em estufa de ar circulante a 40 ºC, em 

seguida triturado em moinho de facas. Os pós de galhos e folhas foram submetidos a 

dois processos de extração: maceração etanólica e extração sob refluxo com 

solventes de polaridade crescente (Hexano, diclorometano, acetato de etila e 

metanol).  

Na maceração foi utilizado álcool etílico 96° GL, em temperatura ambiente e ao 

abrigo de luz, durante sete dias.  A solução etanólica foi filtrada e submetida a 

concentração em evaporador rotatório, até obtenção de resíduo, sendo obtido os 

extratos etanólicos (EEFo e EEGa).  

Na extração sob refluxo (Figura 4) os pós dos galhos (38g) das folhas (27g) 

foram submetidos separadamente à extração a sob refluxo sendo estes transferidos 

para um balão de fundo redondo de 500 mL o qual foi conectado a um condensador. 

Ao balão contendo o material vegetal foi adicionado 140 mL de Hexano (1 x por 30 

minutos) e fez-se o aquecimento sob refluxo em manta aquecedora a 40°C. Logo 

após, fez-se a extração com 140 mL de diclorometano e posteriormente esse 

procedimento foi realizado com acetato de etila e metanol (1 x por 30 minutos para 

cada solvente). As soluções obtidas foram filtradas em funil simples com o auxílio de 

papel filtro, seguida de concentração em rotaevaporador e obteve-se os seguintes 
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extratos: extrato hexano (EHFo e EHGa); extrato diclorometano (EDFo e EDGa); 

extrato acetato de etila (EAFo e EAGa) e extrato metanólico (EMFo e EMGa). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 4. Obtenção dos extratos de Copaifera reticulata por extração sob refluxo 

Legenda. EE – Extrato Etanólico; EH - Extrato Hexânico; ED – Extrato Diclorometano; EA – Extrato 
Acetato de Etila; EM – Extrato Metanol; Fo – Folha. Ga – Galho; O procedimento foi realizado para o 
pó de folhas e galhos, separadamente. 
 

4.2.2. ESTUDO FITOQUÍMICO DE Copaifera reticulata 

 
A prospecção fitoquímica foi realizada por cromatografia em camada delgada 

(CCD) utilizado 5mg de cada extrato solubilizado em metanol. Foram pesquisadas as 

seguintes classes de metabólitos: triterpenos e esteróides, geninas flavônicas, 

heterosídeos flavônicos, cumarinas, saponinas, alcaloides, polifenóis, taninos, 

geninas antraquinônicas e naftoquinônicas, heterosídeos antracênicos (Quadro 1). 

Pó das folhas/galhos de 

Copaifera reticulata 

EHFo 

EHGa 

Resíduo 

EDFo 

EDGa 

Resíduo 

EAFo 

EAGa 

Resíduo 

EMFo 

EMGa 

Extração sob refluxo durante 30 min. com hexano, 

seguido de filtração 

Extração sob refluxo durante 30 min. com diclorometano, 

seguido de filtração 

Extração sob refluxo durante 30 min. com acetato de etila, seguido 

de filtração 

Extração sob refluxo durante 30 min. com metanol, 

seguido de filtração 
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Quadro 1. Condições utilizadas nas avaliações em cromatografia em camada delgada 

Metabólito Fase móvel Revelador 

Alcalóides Clorofórmio: Metanol: Hidróxido de 
Amônio (85:15:0,2). 

Dragendorff. 

Cumarinas Tolueno: Éter (1:1) saturado com 
Ácido acético (5 gotas). 

Hidróxido de potássio a 5% em 
metanol. 

Geninas Antraquinônicas  
Naftoquinônicas 

Clorofórmio: Acetato de etila: Ácido 
fórmico (60:40:2,5). 

Cloreto de alumínio a 2% em metanol. 

Geninas Flavônicas Clorofórmio: Acetato de etila: Ácido 
fórmico (60:40:2,5). 

Cloreto de alumínio a 2% em metanol. 

Polifenóis Acetato de etila: Ácido Fórmico: 
Ácido acético: Água (100:11:11:27). 

Soluções de ferricianeto de potássio a 
1% e cloreto férrico a 2%. 

Saponinas Clorofórmio: Metanol (95:5). Anisaldeído. 

Triterpenos e Esteróides Hexano: Acetato de etila (8:2) Reagente de Lieberbanm-Burchard 

Heterosídeos Flavônicos Acetato de etila: Ácido Fórmico: 
Ácido acético: Água (100:11:11:27). 

Cloreto de alumínio a 2% em metanol. 

Taninos 
Acetato de etila: Ácido Fórmico: 
Ácido acético: Água (100:11:11:27). 

Soluções de ferricianeto de potássio a 
1% e cloreto férrico a 2%. 

Heterosídeos 
Antracênicos 

Acetato de etila: Metanol: Agua 
(81:11:8) 

Hidróxido de potássio a 5% em metanol 

Fonte: BRANDÃO, 2012 adaptado de WAGNER et al., 1984. 

 

4.2.3. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE Copaifera reticulata 

 

4.2.3.1. Cultivo de microrganismos  

 
Cada microrganismo foi semeado em meio de cultura específico e 

posteriormente em ágar Müller Hinton e as placas foram encubadas em estufa 

bacteriológica a 37 ºC, por um período de 24 horas para as bactérias e de 48 horas 

para o fungo e então utilizadas no experimento. 

 

4.2.3.2. Determinação da concentração inibitória mínima 

 

Os diferentes extratos de C. reticulata foram testados frente aos 

microrganismos Staphylococcus aureus, ATCC 25923; Pseudomonas aeruginosa, 

ATCC 9027; Salmonella typhi, ATCC 14029; Protheus mirabilis. ATCC 8/7 e Candida 

albicans, ATCC 14053. A atividade antimicrobiana foi determinada por meio da 

microdiluição em placa de 96 poços segundo a metodologia descrita a seguir. 
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Os microrganismos foram diluídos em solução salina a 0,85% sendo a turbidez 

ajustada à turbidez do tubo 0,5 da escala de McFarland, correspondendo 

aproximadamente 1,5 x108 UFC/mL (unidade formadora de colônias/mL) de cada 

microrganismo (CLSI, 2009 apud BRANDÃO, 2012). As amostras de folhas e galhos 

de C. reticulata Ducke foram solubilizadas em metanol e submetidas à microdiluição 

nas seguintes concentrações: 500 µg/mL; 250 µg/mL; 125 µg/mL; 62,5 µg/mL; 31,25 

µg/mL e 15,625 µg/mL. 

 Foram utilizadas placas de 96 poços pré-dosificadas, com 10 µL das amostras em 

diluição seriada e após a evaporação total do metanol foram depositados 190 μL de 

caldo Müller Hinton, e 10 μL das suspensões de bactérias ou de fungo, totalizando 

200 μL em cada poço, cada concentração das amostras foi testada em triplicata, em 

cada placa foram adicionados os controles negativos e positivo.  

Os controles positivos (CP) utilizados para estes ensaios foram a gentamicina para 

bactérias Gram-negativas, o clorafenicol para bactérias Gram-positivas e a nistatina 

para Candida albicans, onde foi utilizado 180 μL de caldo Müller Hinton + 10 μL da 

suspensão de microrganismo e 10 μL de controle positivo (gentamicina, clorafenicol 

ou nistatina) nas mesmas concentrações dos extratos.  

Foram utilizados dois controles negativos CN1 onde foram acrescentados em 

3 poços utilizados 190 μL de caldo Müller Hinton + 10 μL da suspensão bacteriana ou 

fúngica e CN2 onde foram acrescentados à 3 poços 10 μL de metanol + 180 μL de 

caldo Müller Hinton + 10 μL da suspensão bacteriana ou fúngica, visando excluir a 

possibilidade de interferência do solvente na atividade biológica (Figura 5.) (ELOFF, 

1998; BRANDÃO, 2012). 
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Figura 5. Representação esquemática da atividade antibacteriana de C.reticulata Ducke  
Legenda: CN1 – Controle Negativo 1: caldo Müller Hinton + 10 μL de suspensão bacteriana; CN2 – 
Controle Negativo 2: 10 μL de metanol + 180 μL de caldo Müller Hinton + 10 μL da suspensão 
bacteriana; EE – Extrato Etanólico; EH – Extrato Hexano; ED – Extrato Diclorometano; CP – Controle 
positivo: Gentamicina. 

 

As microplacas de 96 poços utilizadas no ensaio foram incubadas em estufa 

bacteriológica por 24 horas e após esse período foi realizada a leitura da densidade 

óptica em Leitor de ELISA em comprimento de onda de 570 nm, os resultados das 

absorbâncias foram tabulados e analisados em Excel e a Concentração Inibitória 50% 

foi determinada utilizando a ferramenta IC50 calculator.1 

Para a classificação da atividade antimicrobiana dos extratos foram adotados 

os parâmetros de Holetz e colaboradores (2002), onde a atividade antimicrobiana de 

uma amostra é classificada com alta atividade quando concentração inibitória mínima 

(CIM) < 100 μg/mL; moderada atividade quando a CIM está entre 100 a 500 µg/mL; 

fraca atividade quando apresenta CIM entre 500 a 1000 μg/mL e a amostra foi 

considerada inativa quando o CIM > 1000 μg/mL (HOLETZ et al. 2002). 

 

4.2.4. ESTUDOS IN SÍLICO PARA PREDIÇÃO DOS ASPECTOS FÍSICO-

QUÍMICOS, FARMACOCINÉTICOS, ATIVIDADES BIOLÓGICAS E 

TOXICIDADES 

  As propriedades moleculares físico-químicas foram calculadas na plataforma 

Molinspiration Cheminformatics®, um software de quimioinformatica que fornece 

ferramentas de processamento e manipulação de molécula. Foram calculados 

parâmetros físico-químicos estabelecidos pelas regras de Lipinski e Veber: Partição 

octanol/água: logP ≤ 5; área de superfície topológica ≤ 140Å, massa molar (MM) ≤ 

500Da; aceptores de ligação de hidrogênio (nALH) ≤ 10; número de grupos de 

doadores de hidrogênio (nDLH) ≤ 5; número de ligações rotacionáveis (nROTB) ≤ 10 

(LIPINSKI et al., 1997; VEBER et al., 2002). 

Parâmetros farmacocinéticos como a absorção, distribuição e metabolismo 

foram preditos utilizando o software PreADMET, os critérios para avaliação dos 

resultados foram os estipulados pelo servidor online:  Absorção Intestinal Humana 

(AIH): 0-20% baixa absorção, 20-70% moderada absorção, > 70% elevada absorção 

(YEE, 1997); Permeabilidade em células Caco2 e MDCK: baixa permeabilidade < 4 

 
1 IC50 calculator é uma ferramenta que pode ser encontrada no site: https://www.aatbio.com/tools/ic50-

calculator. 
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nm/sec, média permeabilidade 4-70 nm/sec e alta permeabilidade > 70 nm/sec 

(YAZDANIAN, 1998, FILIMONOV et al., 2014); Ligação às proteínas plasmáticas: 

>90% ligada fortemente e < 90% fracamente ligadas. 

A predição de toxicidade foi obtida a partir de dois softwares: PreADMET e 

Protox. O primeiro avalia a toxicidade em algas, microcrustáceos e peixes, 

mutagenicidade por meio do teste de Ames e carcinogenicidade em roedores; o 

segundo avalia dose tóxica em roedores (DL50) e efeitos tóxicos (GOLD et al., 1991; 

HANSEN et al., 2009; BENTO et al., 2014; SCHREY et al., 2017; BANERJEE; 

DEHNBOSTELE; PREISSNER, 2018), sendo indicado se positivo (+) ou negativo (-) 

para cada um dos efeitos. 

Os critérios utilizados para a avaliação da toxicidade foram: Toxicidade em 

algas: tóxico: < 1 mg/L; Não tóxicos: > 1 mg/L (COSTA et al., 2008); Toxicidade em 

Daphnia sp.: tóxico: < 0,22 µg/mL, não tóxico: > 0,22 µg/mL (GULHERMINO et al., 

2000); Toxicidade em peixes Medeka e Minnow Muito tóxico: < 1 mg/L; Tóxico: 1-10 

mg/L; Prejudiciais: 10-100 mg/L; Não tóxico: > 100 mg/L (ZUNCKER, 1985). 

O potencial de atividade antimicrobiana das moléculas foi predito no software 

online Prediction of Activity Spectra for Substances (PASS) por meio de similaridade 

e o resultado é expresso em intervalo de confiança para o potencial de atividade (Pa) 

para cada um dos microrganismos analisados. Para avaliação dos resultados foram 

considerados positivos Pa acima de 0.7 ou seja Pa ≥ 0.7 (FILIMONOV et al., 2014). 

No servidor DockThor na primeira página foi submetido a proteína e então 

válida pelo mesmo, selecionando a cadeia otimizada, na página seguinte não foram 

adicionados cofatores uma vez que não se aplicam a nossa análise, na página 

seguinte a estrutura (1) foi adicionado, validada pelo programa e então foi mantido a 

livre rotação dos carbonos, por fim, o grid size foi adicionado obedecendo as 

especificações de X:20 Å, Y:20 Å e Z: 20 Å, a pesquisa foi feita pelo algoritmo padrão, 

com 1.000.000 avaliações, população de 750 em 24 execuções, esse processo foi 

repetido para cada um dos terpenos. 

 O resultado da análise forneceu a afinidade, as interações receptor-ligante, 

bem como a distância e os tipos de ligação que foram observadas no programa 

Discovery Studio (BIOVIA, 2022).  Para a validação do protocolo o ligante original foi 

submetido a redocking no mesmo servidor seguindo os passos descritos acima, foi 

considerado válido o protocolo quando o RMSD (Root-mean-square deviation) obtido 

não ultrapassou 2,5 Å (ALMEIDA, 2011; PASCHOAL, 2021). 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1. Estudos fitoquímicos de Copaifera reticulata 

 
Os extratos etanólicos foram obtidos de galhos (rendimento Ga= 10,2%) e 

folhas (Fo= 25,7%). Os pós dos galhos e folhas foram submetidos a maceração com 

solventes de diferentes polaridades de forma sequencial, sendo obtidos os extratos: 

hexânico (rendimentos Fo=2,4%; Ga= 1,7%), diclorometano (Fo= 1,49%; Ga= 2,05%), 

acetato de etila (Fo=1,46%; Ga= 0,75%) e Metanol (Fo= 6,1%; Ga= 5,14%).  

Diferentes partes das plantas armazenam classes e concentrações diferentes 

de constituintes químicos que podem ainda variar de acordo com fatores ambientais 

(solo, suprimento de água, temperatura, pragas, espécies concorrentes, etc.) e de 

maneira sazonal, variando com as estações do ano ou até mesmo horas do dia 

(BLANK et al. 2007; STEFANELLO et al., 2010). Nesse estudo, os extratos com maior 

rendimento foram os etanólico, hexano, acetato de etila e metanol obtido de folhas. 

Isso possivelmente ocorre devido os metabolitos majoritários possuírem afinidade 

com solventes polares, na literatura são descritos mais estudos cujos maiores 

rendimentos são de extratos mais polares como o extrato hidroalcóolico e etanólico 

(COSTA, 2016, GONÇALVES et al., 2005).    

Na prospecção fitoquímica dos extratos realizado por cromatografia em 

camada delgada foi observado poucas diferenças entre os extratos obtidos de folhas 

e galhos (Tabela 1), os resultados sugerem uma maior complexidade química no 

extrato etanólico de folhas (EEFo).  

A classe de metabolitos triterpenos/ esteroides está na constituição de todos 

os extratos, em analises de CG/MS de amostras não polares de C. langsdorfii 

mostraram prevalência de sesquiterpenos como α-copaeno, α-bergamoteno, β-

cariofileno, α-humuleno, óxido de cariofileno, entre outros (BRANCALION et al., 2012). 

Caracterização fitoquímica de extratos hidroalcóolicos e acetato de etila de C. 

langsdorfii apontam flavonóides como a classe majoritária de metabolitos secundários, 

a diferença entre espécies é um dos fatores que podem influenciar na composição 

fitoquímica desses extratos, mais estudos com extratos de C. reticulata são 

necessários para estabelecer esta correlação (FURTADO, 2013). 
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Todos extratos apresentaram resultados (Tabela 1) negativos para alcaloides, 

cumarinas, geninas antraquinônicas e geninas naftoquinônicas. Os extratos hexano 

(EHFo), acetato (EAFo) e diclorometano (EAFo) da folha foram positivos para 

heterosídeos antracênicos. A presença de antraquinonas, terpenos, flavanoides, 

saponinas e taninos em extratos de folhas de C. langsdorfii aponta que espécies 

diferentes dentro do mesmo gênero podem ter diferenças significativas em sua 

composição, consequentemente podendo modificar as atividades farmacológicas 

(GONÇALVES et al., 2016).  

 Geninas e heterosídeos flavônicos (Tabela 1.) foram encontradas nos extratos 

etanólico (EEFo) e metanólico (EMFo) das folhas, assim como foi positivo para 

polifenóis nos extratos etanólicos (EEFo e EEGa) e metanólico (EMFo e EMGa) de 

folhas e galhos. Analises de GC/MS de extratos hidroalcóolicos de C. langsdorfii e C. 

multijuga apontam que os compostos fenólicos correspondem de 6 a 10% a 

composição dos extratos, foi possível identificar que flavanoides e ácidos fenólicos 

(OLIVEIRA et al., 2019; FRANCO, 2013; BRANCALION, 2010), reforçando a hipótese 

que os extratos deste estudo possam conter estes metabólitos. 

 

Tabela 1. Resultados da prospecção fitoquímica de Copaifera reticulata. 

Legenda: (+) presença; (-) ausência; EE – Extrato Etanólico; EH - Extrato Hexânico; ED – Extrato 
Diclorometano; EA – Extrato Acetato de Etila; EM – Extrato Metanol. 

 

5.2. Atividade antimicrobiana de Copaifera reticulata 

 

Metabólitos 

Amostras 

Folhas Galhos 

EE EH ED EA EM EE EH ED EA EM 

Triterpenos/ esteroides + + + + + + + + + + 

Geninas Flavônicas + - - - + - - - - - 

Heterosídeos Flavônicas + - - - + - - - - - 

Cumarinas - - - - - - - - - - 

Saponinas + - - - + - - - - - 

Taninos - - - - + + - - - + 

Polifenóis + - - - + + - - - + 

Alcaloides - - - - - - - - - - 

Heterosídeos 
Antracênicos 

- + + + - - - - - + 

Geninas Antraquinônicas e 
Naftoquinônicas 

- - - - - - - - - - 
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Todos os extratos foram submetidos a avaliação da atividade antimicrobiana 

pelo método da microdiluição e foram considerados ativos os extratos com CI50< 50 

µg/mL. Os resultados sugerem que os extratos mais promissores foram: EMGa (ativo 

em S. typhi, P. mirabilis, P. aeruginosa e C. albicans), EEFo (ativo em S. aureus e P. 

mirabilis) e EMFo (ativo em S. aureus, P. aeruginosa e C. albicans; Tabela 2). Os 

controles negativos, com e sem metanol evaporado, não foram observadas inibição 

do crescimento microbiano, isso indica que o solvente utilizado para a diluição das 

amostras não influenciou nos resultados obtidos no teste de sensibilidade.  

O EMGa se mostrou muito promissor (CI50= 2,5 μg/mL) frente à S. typhi e nos 

extratos EAGa (CI50= 54,97μg/mL) e EMFo (CI50= 60,39 μg/mL), foi possível observar 

alta atividade antibacteriana. Em geral, o efeito antimicrobiano das plantas medicinais 

e seus metabolitos não são muito pronunciados sob bactérias gram-negativas, porem 

o extrato etanólico de C. multijuga (64 µg/mL) observou efeito modulatório de citocinas 

pro-inflamatórias como IL-6 e IL-8 que são importantes no início e na progressão de 

doenças infecciosas(CORREIA et al., 2008, MARTÍNEZ, 2022). Logo, além de avaliar 

o feito direto na bactéria, é importante submeter estes extratos em modelos animais, 

como por exemplo de sepse, verificando as possíveis alterações na resposta imune. 

Quanto a atividade inibitória frente a S. aureus (Tabela 2), os extratos EEFo 

(CI50= 1,64μg/mL) e EMFo (CI50= 12,18 μg/mL) se mostraram os mais ativos. Essa 

atividade pode estar relacionada a composição terpenica desses extratos, os 

sesquiterpenos α- bisabolol, oxido de cariofileno τ-muurolol, α-cadinol, δ-cadinol e 

trans-α-santalol isolados de C. reticulata apresentaram atividade frente a S. aureus 

em relação ao extrato de C. reticulata (SANTOS et al., 2020).  Quando comparado 

com os dados descritos em literatura para atividade de extrato de copaíba frente a 

cepas estafilocócicas, a atividade inibitória de extrato aquoso de C. langsdorfii 

demonstra ser ativo e de maneira concentração dependente, semelhante aos 

encontrado nesse estudo (BRAGA e SILVA, 2007).  

Quando analisado os resultados (Tabela 2) frente à P. mirabilis, os extratos 

EMGa (CI50= 15,27 μg/mL), EAGa (CI50= 29,70 μg/mL) e EDFo (CI50= 66,13 μg/mL), 

mostraram-se ativos. Apenas o EMG teve atividade inibitória frente à P. aeruginosa. 

Outros estudos com extratos de Copaifera demonstram atividade frente a 

enterobactérias e baterias gram-negativas, no entanto ainda não é possível relacionar 

qual substancia presente nos extratos é responsável por esse efeito antibacteriano 

(LEMOS, 2016).  
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Neste estudo, o extrato EMFo se mostrou muito promissor frente à C. albicans 

(CI50 = 1,84 μg/mL; Tabela 2), enquanto que os demais extratos inibiram 

moderadamente o crescimento deste fungo, o que difere do resultado encontrado em 

ensaio com oleorresina de C. officinalis que não demonstrou inibição do crescimento 

e adesão de biofilme de C. albicans (DEUS et al., 2011; TOBOUTI et al., 2014). 

Terpenos isolados da oleorresina de C. reticulata (ácido ent-agático; ácido 

(13E)-ent-labd-8(17)-en-15,18-dióico; ácido ent-poliáltico; ácido ent-caurenóico; ácido 

colavenico e ácido (13E)-ent-labda-7,13-dien-15-óico) foram avaliados quanto ao 

potencial antimicrobiano, sendo os mais promissores o ácido (13E)-ent-labda-7,13-

dien-15-óico com melhor atividade frente a Enterococcus faecium (CI50 = 1,6 µg/mL) 

e Staphylococcus aureus resistente à meticilina (MRSA; CI50= 2,5 µg/mL). O ácido 

ent-poliáltico o terpeno mais promissor frente à dermatofitos (CI50=6,8 µg/mL), T. 

rubrum (CI50= 4,3 µg/mL) e T. mentagrophytes (BARBOSA et al., 2018). Esses 

resultados divergentes podem ser relacionados ao fato de serem oleorresinas de 

diferentes fontes, pois dependendo de fatores ambientais, as plantas produzem 

diferentes metabólitos que podem influenciar diretamente na atividade, somado a isso, 

tem o fato de metabolitos secundários analisados serem diferentes entre si (GOBBO-

NETO e LOPES, 2007). 

Os extratos de C. reticulata foram testados quanto seu potencial antimicrobiano 

e os EMGa, EMFo e EEFo mostraram mais promissores, sendo também os extratos 

com maior complexidade química, provavelmente, possuem em sua composição 

triterpenos, geninas flavônicas, heterosídeos flavônicos, polifenóis e saponinas. 

Resultado semelhante foi encontrado em prospecção fitoquímica realizada em extrato 

de folhas de C. langsdorfii onde foram encontrados metabólitos secundários das 

classes triterpenos e esteroides, flavonóides, saponinas e taninos (GONÇALVES; 

MIRANDA e ARAÚJO, 2016). 

 As diferenças entre as atividades inibitórias dos extratos podem se justificar 

pela complexidade da composição terpenica nos mesmos, os sesquiterpenos são 

relacionados à atividade antimicrobianas de extratos e oleorresina de Copaifera e 

outros gêneros, estudo avaliou o potencial antibacteriano de extratos de Copaifera e 

terpenos isolados, de modo que os extratos foram moderadamente ativos frente a S. 

aureus e os terpenos isolados como sesquiterpenos β-cariofileno, α-humuleno, α- 

copaeno, δ- cadineno, oxido de cariofileno, β- elemeno nao apresentaram atividade 
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antibacteriana frente a essa cepa, sendo entao considerados não ativos (RIBEIRO, 

2017). 

Tabela 2. Atividade antimicrobiana dos extratos de C. reticulata. 

 CI50 (µg/mL) + DP 

Extratos S. typhi S. aureus P. mirabilis P.    aeruginosa C. albicans 

EEGa 1402 ± 0,08 1550± 0,06 1514±0,04 168 ± 0,03 132 ± 0,07 

EHGa 175 ± 0,05 213 ± 0,03 219 ± 0,09 194 ± 0,07 132 ± 0,07 

EDGa 266 ± 0,07 263 ± 0,05 536 ± 0,05 1780 ± 0,09 206 ± 0,08 

EAGa 55 ± 0,03 155 ± 0,07 29 ± 0,02 670 ± 0,02 647 ± 0,07 

EMGa 2,50 ± 0,003 145 ± 0,02 15 ± 0,02 3,3 ± 0,005 19 ± 0,001 

EEFo 392 ± 0,09 1,64 ± 0,09 27 ± 0,09 310 ± 0,05 294, ± 0,04 

EHFo 271 ± 0,02 266± 0,08 149± 0,07 272 ± 0,04 160 ± 0,04 

EDFo 558 ± 0,01 657 ± 0,07 66 ± 0,01 775 ± 0,09 523 ± 0,015 

EAFo 176 ± 0,06 176 ± 0,09 127 ± 0,09 91,77 ± 0,07 1934 ±0,06 

EMFo 60 ±0,001 12 ± 0,02 234±0,002 38,86 ± 0,006 1,84 ± 0,01 

Legenda. EEFo: Extrato Etanólico de Folhas; EHFo: Extrato Hexânico de Folhas; EDFo: Extrato Diclorometano de 
Folhas; EAFo: Extrato Acetato de Etila de Folhas; EMFo: Extrato Metanolico de Folhas; EEGa: Extrato Etanólico 
de Galhos; EHGa: Extrato Hexânico de Galhos; EDGa: Extrato Diclorometano de Galhos; EAGa: Extrato Acetato 
de Etila de Galhos; EMGa: Extrato Metanolico de Galhos; D.P: Desvio Padrão. 

 

5.3. Estudos in sílico para predição dos aspectos físico-químicos, 

farmacocinéticos, atividades biológicas e toxicidades 

De acordo com a prospecção fitoquímica, a classe mais amplamente distribuída 

nos extratos foram os terpenos e, por isso, esta foi selecionada para os estudos in 

sílico. Então, foi realizada uma pesquisa na base de dados Pubchem e todos os 

terpenos isolado da espécie disponíveis foram incluídos no estudo, totalizando 12 

moléculas (Figura 6). 
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Figura 6. Moléculas de Copaifera reticulata 
Legenda: (1) (+)-delta-cadineno; (2) (+)- Ácido hardwíickico; (3) Ácido 3-acetoxi-copálico; (4) Ácido 3-
hidroxi-copálico; (5) α-copaeno; (6) α-humuleno; (7) β-cariofileno; (8) Ácido copálico; (9) Ácido 
caurenóico;  (10) Ácido covalenico; (11) Ester colavico-15-metil;  (12) trans-α-Bergamoteno. 

 

Dentre os terpenos analisados 2, 4, 6 e 11 não violaram nenhum critério 

estabelecido pela regra de Lipinski (Tabela 3), os demais terpenos violaram as regras 

no parâmetro solubilidade (LogP). Baseado nestes resultados pode-se sugerir que são 

bons candidatos a fármacos, pois características físico-químicas interferem em 

aspectos farmacocinéticos e farmacodinâmicos, e a regra de Lipinski ou regra dos 5 
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(R05) estabelece parâmetros aceitáveis para 4 aspectos físico-quimicos importante 

para a biodisponibilidade de fármacos via oral (LIPINSKI et al., 1997). 

Além da R05, as substâncias foram submetidas a análises utilizando a regra 

Br05 (beyond rule of five), onde todas as substâncias possuíam a área de superfície 

polarizada topológica dentro do preconizado, apenas 3 e 11 violaram o número de 

ligações rotacionáveis (Tabela 3.). Sabe-se que para uma molécula interagir com seu 

alvo terá que adotar uma conformação fixa e para passar pela membrana, sendo que 

um número elevado rotacional pode interferir nestes processos. 

Em suma, os resultados preditos para os parâmetros físico-químicos sugerem 

uma elevada probabilidade de boa absorção no trato gastrointestinal e permeação 

através das membranas biológicas (SANTOS; GONSALVES e ARAÚJO, 2018). Deste 

modo, deve-se dar uma maior atenção as moléculas que se seguiram todos os 

critérios estabelecidos pelas duas regras (ROSA; ESTEVES; BULLA e SILVA, 2022).  

 

Tabela 3. Aspectos físico-químicos de moléculas 

R05 Br05 

Mol LogP MM nALH nDLH TPSA nROTB Volume 

1 5,18 204,36 0 0 0,00 1 229,72 

2 4,06 301,41 3 1 50,44 4 296,15 

3 5,13 362,51 4 1 63,60 6 368,18 

4 4,42 320, 47 3 2 57,53 4 331,66 

5 5,75 204,36 0 0 0,00 1 224,82 

6 4,13 220,36 1 1 20,23 1 242,82 

7 5,17 204,36 0 0 0,00 1 242,26 

8 5,57 304,47 2 1 37,30 4 323,62 

9 6,67 302,46 2 1 37,30 4 308,33 

10 5,62 304,47 2 1 37,70 4 323,06 

11 4,87 348,48 4 1 63,60 6 351,03 

12 5,45 204,36 0 0 0,00 3 229,40 
Legenda: LogP (coeficiente de partição óleo-água): ≤ 5; MM (massa molar): ≤ 500 Da; nALH (grupos 
aceptores de ligação de hidrogênio): ≤ 10 ; nDLH (número de grupos de doadores de hidrogênio): ≤ 5; 
TPSA (área de superfície polarizada topológica): ≤ 140Å; nROTB (número de ligações rotacionáveis): 
≤ 10; Volume: 200 a 1000. (1) (+)-delta-cadineno; (2) (+)- Ácido hardwíickico; (3) Ácido 3-acetoxi-
copálico; (4) Ácido 3-hidroxi-copálico; (5) α-copaeno; (6) α-humuleno; (7) β-cariofileno; (8) Ácido 
copálico; (9) Ácido caurenóico;  (10) Ácido covalenico; (11) Ester colavico-15-metil;  (12) trans-α-
Bergamoteno. 
 

Todas as moléculas, apresentaram de moderada a alta permeabilidade quando 

analisadas no modelo de MDCK (Tabela 4), sugerindo que estas substâncias podem 

ter uma boa permeabilidade celular (IRVINE et al., 1999, YAZDANIAN et al., 1998; 

DEZANI, 2017). Estudos mostram a relação da massa molecular com a baixa 

absorção em células MDCK e a capacidade de formar ligações externas de hidrogênio 
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dificultando sua absorção epitelial (CHEN; SINGH; KITTS, 2020), o que corrobora o 

achado nesse estudo onde as moléculas de baixo peso moléculas e com poucos 

grupos aceptores e grupos doadores de hidrogênio apresentaram alta absorção no 

modelo celular MDCK. 

A permeabilidade em Caco-2 foi moderada para todas as moléculas estudadas 

(Tabela 4). Resultados similares foram encontrados mm estudo de permeabilidade 

celular com células Caco-2, ácidos diterpênicos demonstraram media permeabilidade 

(MAURO et al., 2019). Quando analisado isoladamente, o ácido ent-poliático 

apresentou media permeabilidade em experimento com células Caco -2 sem agitação, 

não ocorrendo transporte reverso (ARAÚJO, 2020), entretanto, este tipo de análise 

não é possível realizar no programa utilizado. 

Quando se avaliou a HIA, os resultados sugerem que a absorção intestinal é 

alta (Tabela 4), sugerindo que estes compostos podem ser administrados por via oral, 

podendo ter uma boa biodisponibilidade (ARTURSSON; PALM e LUTHMAN, 2001; 

WANG, 2017; CHEN; SINGH e KITTS, 2020). 

Todas moléculas apresentaram elevado potencial de ligação a proteínas 

plasmáticas (Tabela 4), sendo que esta elevada ligação pode interferir na distribuição 

dos fármacos pelo organismo. Além disso, a ligação com a albumina, proteínas 

plasmáticas, pode estar relacionada a interação medicamentosa farmacocinética 

(FIORI, 2016; VASCONCELOS, 2019), isto é, quando administra-se simultaneamente 

dois fármacos que se ligam a esta proteína podem competir pelo sítio de ligação, 

sendo alterado a relação fração livre- fração ligada e a distribuição deste fármaco. 

Em relação a BHE, as substâncias 2, 3 e 11, provavelmente, atravessam 

moderadamente a fracamente (Tabela 4), sendo seus efeitos principalmente 

periféricos. Vários fatores podem influenciar para a distribuição para o SNC, tais como 

forte ligação a proteínas plasmáticas (VASCONCELOS, 2019), massa, massa 

molecular e lipofilicidade e no presente estudo parece que a ligação a proteína 

plasmática pode ter influenciado negativamente nesta distribuição. 

Na predição de metabolismo mostrou que todas as moléculas são 

metabolizadas pela CYP3A4 (Tabela 4), que também é a responsável pela 

metabolização de cerca de 50% dos fármacos utilizados na prática clínica  (BRAZ et 

al., 2018). Entretanto, estas substâncias inibem, principalmente, as isoformas 

CYP2C19 e CYP2C9 (Tabela 4), que também podem metabolizar fármacos. Caso 

seja associada a substância seja associada a um fármaco metabolizado por estas 
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isoformas podem reduzir o seu metabolismo, sendo uma das principais formas de 

interações medicamentos (ROSA; ESTEVES; BULLA; SILVA, 2022). 

 
Tabela 4. Aspectos farmacocinéticos e farmacodinâmicos das moléculas 

Mol 
 

Absorção Distribuição Metabolismo 

MDCK (nm/sec) Caco-2 HIA (%) PP (%) BHE Fase 1 Inibição 

1 MP MP AA FORTE LIVRE CYP 3A4 CYP 2C19; CYP 2C9 

2 AP MP AA FORTE MOD CYP 3A4 CYP 2C9; CYP 3A4 

3 MP MP AA FORTE MOD CYP 3A4 CYP 2C9; CYP 3A4 

4 MP MP AA FORTE LIVRE CYP 3A4 CYP 2C9; CYP 3A4 

5 MP MP AA FORTE LIVRE CYP 3A4 CYP 2C9 

6 MP MP AA FORTE LIVRE CYP 3A4 CYP 2C19; CYP 2C9 

7 MP MP AA FORTE LIVRE CYP 3A4 CYP 2C19; CYP 2C9 

8 AP MP AA FORTE LIVRE CYP 3A4 CYP 2C9; CYP 3A4 

9 AP MP AA FORTE LIVRE CYP 3A4 CYP 2C9; CYP 3A4 

10 AP MP AA FORTE LIVRE CYP 3A4 CYP 2C9 

11 MP MP AA FORTE MOD CYP 3A4 CYP 2C9 

12 MP MP AA FORTE LIVRE CYP 3A4 CYP 2C9 

Legenda: MDCK – Madin-Darby Canine Kidney; Caco-2 – células de adenocarcinoma de cólon 
humano; HIA – Human intestinal absorption; PP – proteína plasmática; BHE – barreira 
hematoencefálica; CYP – citocromo P450. Parâmetros: MDCK e Caco-2: > 70 nm/sec alta 
permeabilidade (AP), 4-70 nm/sec média permeabilidade (MP), < 4 nm/sec baixa permeabilidade (BP) 
(Yazdanian, et al., 1998); HIA 0-20% baixa absorção (BA), 20-70% moderada absorção (MA), > 7-% 
alta absorção (AA); ligação a PP: > 90% ligado fortemente à albumina (FORTE); < 90% ligação de 
moderada a fraca à albumina (MOD) (Preadmet, 2021); BHE: > 2,0 atravessa livremente (LIVRE), 2,0-
0,1 atravessa de forma moderada a fraca (MOD), < 0,1 atravessa de forma fraca ou não atravessa 
(FRACO) (Ajay, et al., 1999). (1) (+)-delta-cadineno; (2) (+)- Ácido hardwíickico; (3) Ácido 3-acetoxi-
copálico; (4) Ácido 3-hidroxi-copálico; (5) α-copaeno; (6) α-humuleno; (7) β-cariofileno; (8) Ácido 
copálico; (9) Ácido caurenóico;  (10) Ácido covalenico; (11) Ester colavico-15-metil;  (12) trans-α-
Bergamoteno. 
 

 
Todos compostos analisados tiveram resultados sugestivos de toxicidade em 

algum modelo de predição (Tabela 5), entretanto é recomendável que o efeito tóxico 

avaliado para mais de uma espécie representativa da biota aquática, pertencentes a 

diferentes níveis tróficos da cadeia alimentar, pois dessa forma conseguimos analisar 

efeitos da toxicidade aguda e crônica, além da acumulação e efeitos tóxicos 

(FERREIRA; BRANDÃO e DOLABELA, 2020). Entrementes, espera-se que os 
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compostos sejam tóxicos aos primeiros níveis, mas não aos demais, pela 

complexidade desses organismos.  

A predição apontou que todos os terpenos analisados foram tóxicos para algas 

e Daphnia (Tabela 5). Estas toxicidades podem se relacionar as propriedades físico-

químicas, principalmente com o logP e o TPSA, moléculas muito lipofílicas e valores 

baixos para TPSA tem 2.5 vezes mais chances de serem consideradas tóxicas. 

Existem parâmetros que estabelecem que, idealmente, uma molécula para apresentar 

menor toxicidade possua TPSA menor que 75 Å e logP maior que 3, de modo que a 

presença de apenas um desses fatores indica aumento moderado da toxicidade 

(HUGHES et al., 2008). 

Em relação a toxicidade em peixes, as substâncias parecem ser muito tóxicas 

e somente as moléculas 8 e 9 devem ser prejudiciais a Minnow. Os efeitos muito 

tóxicos preditos aos peixes podem estar ocorrendo por uma dupla exposição a esses 

compostos, a primeira pelo contato direto com eles pela respiração branquial, no 

momento em que a água passa pelas brânquias ela deposita os componentes da 

mesma, iniciando uma resposta a esses xenobióticos, e, um segundo momento, 

quando esses peixes se alimentam de algas ou crustáceos causando injurias nos 

órgãos e tecidos internos destes animais (CHAGAS et al., 2022).  

A avaliação de citotoxicidade indicou que as moléculas 1, 5, 7, 9, e 10 não 

devem apresentar potencial citotóxico (Tabela 5), sendo um aspecto muito positivo 

quando se deseja um novo fármaco. Entretanto, é importante avaliar a genotoxicidade 

e mutagenicidade. 

Somente as moléculas 3 e 5 apresentaram potencial de mutagênico pelo teste 

de ames, ambas com capacidade de mutar uma cepa de S. typhi. Terpenos possuem 

a capacidade sequestrar radicais livres promovendo uma ação antioxidante nesse 

sentindo, era esperado que os mesmos não promovessem ação mutagênica, e, ao 

contrário, proporcionassem a proteção gênica. Nesse sentindo, os resultados 

observados no teste de ames estão ressoantes com a literatura, exceto as 3 e 5 

(MOYANO et al., 2012; DESTRYANA et al., 2014; ARAÚJO et al., 2020). 

Quanto a carcinogenicidade, todas as moléculas foram carcinogênicas para 

camundongos e somente as moléculas 5, 7 e 9 não foram carcinogênicas para ratos, 

apenas as moléculas 1, 5 e 12 apresentaram a carcinogenicidade como um ponto final 

toxicológico. Foram usados dois servidores para essa análise e obtidos resultados 

dissonantes no servidor preADMET somente as moléculas 5, 7 e 9 foram preditas não 
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carcinogênicas enquanto que no servidor ProTOX as moléculas 1, 5 e 12 são 

consideradas não carcinogênicas (Tabela 5). Baseado nestes resultados pode-se 

sugerir que a substância mais promissora é a 5, pois esta, teoricamente, não tem 

capacidade induzir alterações que resultam em câncer. 

 

Tabela 5. Predição de toxicidade de terpenos de C. reticulata 

 
Mol 

   PROTOX   PROTOX 

Algas Daphnia Peixes Citotoxi Mutagen Carcinogenicidade Carcino 

Medeka Minnow AMES Rato Camundongo 

1 TOX TOX MT MT NC NM + + + 

2 TOX TOX MT MT C NM + + - 
3 TOX TOX MT MT C M(1) + + - 

4 TOX TOX MT MT C NM + + - 
5 TOX TOX MT MT NC M(1) - + + 
6 TOX TOX MT MT C NM + + - 
7 TOX TOX MT MT NC NM - + - 

8 TOX TOX MT PREJ C NM + + - 
9 TOX TOX MT PREJ NC NM - + - 

10 TOX TOX MT MT NC NM + + - 
11 TOX TOX MT MT C NM + + - 
12 TOX TOX MT MT C NM  + + + 

Legenda: Teste Algas: < 1mg/L tóxico, > 1mg/L não tóxico (NT; Costa, et al., 2008); Teste Daphnia: < 
0,22 µg/mL tóxico, > 0,22 µg/mL não tóxico (NT; Guilhermino, et al., 2000); Teste em peixes Medeka e 
Minnow: < 1mg/L muito tóxico (MT), 1-10 mg/L tóxico, 10-100 mg/L prejudicial (PREJ) e > 100mg/L não 
tóxico (NT; Zuncker, 1985). NC: Não citotóxico, C: citotóxico; NM: não mutagênico, M: mutagênico; M 
(0/1/2/3): número de cepas de Salmonella que foram positivas; (+) carcinogênico, (-) não carcinogênico. 
(1) (+)-delta-cadineno; (2) (+)- Ácido hardwíickico; (3) Ácido 3-acetoxi-copálico; (4) Ácido 3-hidroxi-
copálico; (5) α-copaeno; (6) α-humuleno; (7) β-cariofileno; (8) Ácido copálico; (9) Ácido caurenóico;  (10) 
Ácido covalenico; (11) Ester colavico-15-metil;  (12) trans-α-Bergamoteno. 
Fonte: Autores. 
 

Quando avaliada a atividade antibacteriana, os terpenos 3, 7, 8, 11 e 12 se 

mostraram mais promissores inibindo ao menos oito cepas bacterianas entre bactérias 

gram-positivas, gram-negativas e Mycobacterium (Tabela 6). A predição das 

atividades antibacterianas demonstrou que os terpenos de C. reticulata são 

promissores frente a bactérias gram-positivas, gram-negativas e Mycobacterium. O 

composto 7 foi o que apresentou melhor atividade frente a bactérias gram negativas, 

sendo ativo em todas testadas.  O composto 11 foi mostrou maior ação sobre baterias 

gram-positivas. Resultados similares foram encontrados para o óleo essencial de O. 

gratissimum L. composto majoritariamente por terpenos, sendo o β-cariofileno e o α-

humuleno os constituintes com maior percentual, demonstrou atividades 

antimicrobianas frente às S. aureus, P. aeruginosa, E. coli e K. pneumoniae linhagens 

padrão e multirresistente (CALDAS, 2011). O mecanismo pelo qual os terpenos 
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desempenham sua atividade antibacteriana parece estar relacionado a alterações na 

permeabilidade da membrana sem lise celular (NOGUEIRA, 2019). 

 
Tabela 6. Atividade antibacteriana de terpenos de C. reticulata 

Bactéria 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

Microrganismos gram-positivos 
Bacillus subtilis + + - - + - - - + - + - 
Kocuria rhizophila - + + + - - + + + - + - 
Lactobacillus plantarum - + + + + - - + + + + + 
Micrococcus luteus  - + + + - - + + - + + - 
Staphylococcus simulans 
Resistente  

- + - - + + - - - + + + 

Staphylococcus 
lugdunensis  

- + + - - - - - + + + + 

Staphylococcus sciuri  - - - - + - - - - - + + 
Staphylococcus simulans  - - - - + - - - - + + + 
Streptococcus mutans - - - - - - + + - - - + 

Microrganismos gram-negativos 
Prevotella 
melaninogenica  

- - + - - - + + + - - - 

Prevotella oralis  - + + + - + + - - + + - 
Porphyromonas 
gingivalis  

- - - + - - + + - - - + 

Prevotella intermedia - - + + - - + + + - - + 
Mycobacterium  

Mycobacterium marinum - - + - - - + + + - - - 

Legenda: (1) (+)-delta-cadineno; (2) (+)- Ácido hardwíickico; (3) Ácido 3-acetoxi-copálico; (4) Ácido 3-
hidroxi-copálico; (5) α-copaeno; (6) α-humuleno; (7) β-cariofileno; (8) Ácido copálico; (9) Ácido 
caurenóico;  (10) Ácido covalenico; (11) Ester colavico-15-metil;  (12) trans-α-Bergamoteno. (+): 
presença de atividade bactericida ou bacteriostática (-): ausência de atividade bactericida ou 
bacteriostática 

 

5.4. Docagem molecular de terpenos de C. reticulata 

 

Outro objetivo deste estudo foi verificar se os terpenos podem atuar como 

adjuvantes farmacêuticos atuando na bomba responsável pela extrusão ativa do 

fármaco do interior da bactéria. Neste contexto, foi realizado uma análise cross-

docking tendo como alvo o transportador MsbA um gene resistente, expresso aqui em 

Escherichia coli, que pertence à família-B dos transportadores ATP-binding cassette 

(ABC) que faz com que o transporte de LPS ocorra de forma unidirecional pela 

hidrolise do ATP por meio dos domínios de ligação de nucleotídeos intracelulares 

(NBDs) (LOCHER 2016; HO et al., 2018).  

Como demonstrado pela Tabela 7, todos os compostos se ligaram a 

macromolécula expressando afinidade negativa sendo as moléculas 4, 8, 12 e 1 as 

que apresentaram melhor afinidade com o MsbA. A energia para todos os ligantes foi 
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positiva, entretanto podemos observar que de modo semelhante o inibidor cristalizado 

junto à proteína também apresentou energia positiva quando submetido ao re-docking 

e seu RMSD foi de 0.7 Å. A afinidade do Dockthor é dada pela pose de encaixe a partir 

da energia total baseada no campo de força MMFF94S, e como visto, para todos os 

ligantes foi positiva, isso indica que as moléculas estão pouco estáveis no sítio de 

ligação (WANG et al., 2016). 

 
Tabela 7. Afinidade de ligação entre as moléculas e MsbA 

Composto Afinidade E. total VwV RMSD Å 

1 -8.936 29.819 -21.675 NDA 

2 -8.158 58.170 -16.245 NDA 

3 -7.581 56.915 -10.579 NDA 

4 -9.554 69.464 -23.703 NDA 
5 -8.887 30.878 -18.130 NDA 
6 -8.897 113.178 -20.450 NDA 
7 -8.840 33.218 -16.451 NDA 
8 -9.244 59.123 -8.682 NDA 
9 -7.406 129.563 -8.087 NDA 

10 7.798 53.770 -13.988 NDA 

11 -7.517 47.955 -14.100 NDA 

12 -8.973 23.699 -21.536 NDA 
Inibidor G092 -10.633 72.191 -34.317 0.70 

Legenda: VwV: forças de Van der Wals; RMSD: do inglês (root mean square deviation); NDA: não se 
aplica; (1) (+)-delta-cadineno; (2) (+)- Ácido hardwíickico; (3) Ácido 3-acetoxi-copálico; (4) Ácido 3-
hidroxi-copálico; (5) α-copaeno; (6) α-humuleno; (7) β-cariofileno; (8) Ácido copálico; (9) Ácido 
caurenóico;  (10) Ácido covalenico; (11) Ester colavico-15-metil;  (12) trans-α-Bergamoteno. 

 
 

Observando os tipos de ligação que são feitas entre os ligantes com a 

macromolécula, os ligantes fazem principalmente interações do tipo Alquil, que são 

interações hidrofóbicas, em distâncias que variam entre 3.24-5.49 Å. Por mais que a 

ancoragem tenha demonstrado que o complexo molécula-MsbA pareça pouco 

estável, outras interações observadas, também hidrofóbicas, entretanto em menor 

distância, como pontes convencionais de hidrogênio, π-Alquil e π-σ (Quadro 2). Estas 

diferentes ligações parecem colaborar para a estabilidade e ligação das moléculas, 

incluindo do inibidor, com o sítio ativo da macromolécula assim gerando uma resposta 

efetiva (ZHANG et al., 2022).   

 

Quadro 2. Interações entre os ligantes e os resíduos de aminoácidos 

Moléculas Aminoácidos Tipo de ligação Distância 

1 MET          A:        292  
MET          A:        292  
MET          A:        292  
ALA           A:        256  

Alquil 
Alquil 
Alquil 
Alquil 

4.28    
4.89   
5.28        
3.65       
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ALA           A:        256  
ALA           A:        256  
ILE            A:        179  
ILE            A:        179  
LEU          A:        295  
LEU          A:         295  
VAL          A:         175 

Alquil 
Alquil 
Alquil 
Alquil 
Alquil 
Alquil 
Alquil 

4.69       
4.69       
4.69       
5.46      
4.99      
4.51      
5.05 

2 ILE            A:         169 
ILE            A:         179 
PHE          A:         154 
ALA           A:         172 
ALA           A:         172 
LEU           A:         295 
SER          A:          176 

Pi-Alquil 
Alquil 
Alquil 
Alquil 
Alquil 
Pi-Sigma 
Pi-H 

4.58 
5.39 
4.99 
3.92 
4.74 
3.82 
2.93 

3 ARG          A:         180 
SER           A:         176 
ALA           A:         172 
PRO          A:         173 
ILE             A:         150 
LEU           A:         295 
LEU           A:         295 
PHE           A:         154 
PHE           A:         154 

-H 
-H 
Alquil 
Pi-Alquil 
Pi-Alquil 
Pi-Alquil 
Pi-Alquil 
Pi-Alquil 
Pi-Alquil 

1.67 
3.70 
4.86 
3.90 
4.51 
4.58 
5.09 
5.13 
5.25 

4 ALA          A:          172 
ALA          A:          256 
ALA          A:          256 
MET         A:          292 
MET         A:          292 
LYS          A:          296 
ILE            A:          179 
VAL          A:          175 
LEU          A:          168 
LEU          A:          295 
LEU          A:          295 

Alquil 
Alquil 
Alquil 
Alquil 
Alquil 
Alquil 
Alquil 
Alquil 
Alquil 
Alquil 
Alquil 

4.14 
4.27 
5.41 
4.44 
5.31 
4.73 
3.88 
4.75 
3.73 
4.47 
5.26 

5 ALA              A:             172 
ALA           A:          172 
ALA             A:             256 
ALA             A:             259 
VAL             A:             175 
VAL             A:            175 
LEU             A:             168 
LEU           A:           168 
LEU           A:           168 
LEU           A:           260 
LEU           A            295 
LEU           A:          295 
ILE             A:           179 
PHE          A:          154 

Alquil 
Alquil 
Alquil 
Alquil 
Alquil 
Alquil 
Alquil 
Alquil 
Alquil 
Alquil 
Alquil 
Alquil 
Alquil 
Alquil 

3.68 
5.04 
3.97 
5.17 
4.96 
4.70 
5.24 
4.05 
4.17 
4.59 
4.48 
4.04 
5.01 
5.28 

6 LEU           A:         168 
LEU           A:         168 
LEU           A:         260 
LEU           A:         295 
LEU           A:         295 
LEU           A:         295 
ALA           A:         172 
ALA           A:         172 
ALA           A:         256 
ALA           A:         256 
ALA           A:         256 
ALA           A:         259 

Alquil 
Alquil 
Alquil 
Alquil 
Alquil 
Alquil 
Alquil 
Alquil 
Alquil 
Alquil 
Alquil 
Alquil 

4.43 
4.60 
4.12 
4.29 
4.80 
4.86 
3.24 
5.42 
4.30 
4.38 
5.44 
4.08 
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MET          A:         292 
VAL           A:         175 

Alquil 
Alquil 

4.75 
5.35 

7 ALA          A:          172 
ALA          A:          172 
ALA          A:          256 
ALA          A:          256 
LEU          A:          168 
LEU          A:          295 
LEU          A:          295 
LEU          A:          295 
LEU          A:          295 
ILE           A:           179 
MET         A:          292 
MET         A:          292 
VAL          A:          175 

Alquil 
Alquil 
Alquil 
Alquil 
Alquil 
Alquil 
Alquil 
Alquil 
Alquil 
Alquil 
Alquil 
Alquil 
Alquil 

4.04 
4.73 
3.29 
5.26 
4.46 
3.96 
4.54 
5.07 
5.48 
4.58 
4.61 
5.02 
4.28 

8 ARG         A:          187 
LYS          A:          296 
LYS          A:          296 
ASN         A:           300 
LYS          A:          296 
ALA          A:          172 
ALA          A:          256 
ALA          A:          256 
ALA          A:          256 
ALA          A:          259 
ILE            A:          179 
ILE            A:          179 
ILE            A:          252 
LEU           A:         168 
LEU           A:         295 
LEU           A:         295 
VAL           A:         175 
VAL           A:         175 
VAL           A:         175 
VAL           A:         175 

-H 
-H 
-H 
-H 
Alquil 
Alquil 
Alquil 
Alquil 
Alquil 
Alquil 
Alquil 
Alquil 
Alquil 
Alquil 
Alquil 
Alquil 
Alquil 
Alquil 
Alquil 
Alquil 

2.75 
2.03 
2.46 
2.55 
4.15 
3.91 
3.08 
4.11 
4.46 
3.98 
3.48 
4.75 
4.76 
4.12 
4.32 
4.95 
4.16 
4.17 
4.92 
4.96 

9 SER          A:          176 
SER          A:          176 
ALA           A:         172 
ALA           A:         172 
ILE             A:         169 
PRO          A:         173 

-H 
-H 
-H 
Alquil 
Alquil 
Alquil 

1.64 
2.51 
2.82 
3.56 
5.19 
5.49 

10 SER           A:         176 
ALA           A:         172 
ALA           A :        172 
LEU           A:         295 
ILE             A:         169 
PHE           A:         154 
PHE           A:         154 

-H 
Pi-Alquil 
Pi-Alquil 
Pi-Alquil 
Pi-Alquil 
Alquil 
Alquil 

1.60 
3.78 
4.86 
4.52 
4.42 
4.52 
4.72 

11 ARG         A:          180 
ARG         A:          180 
SER         A:          176 
ALA          A:          172 
ILE           A:           169 
LEU          A:          295 
PRO         A:          173 
PRO         A:          173 

-H 
-H 
-H 
Alquil 
Alquil 
Alquil 
Alquil 
Alquil 

1.78 
3.32 
2.98 
4.48 
5.33 
4.15 
4.14 
4.78 

12 ALA          A:          172 
ALA          A:          256 
ALA          A:          259 
VAL          A:          175 

Alquil 
Alquil 
Alquil 
Alquil 

4.68 
3.48 
5.33 
4.22 
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VAL          A:          175 
MET         A:          292 
MET         A:          292 
LEU          A:          168 
LEU          A:          168 
LEU          A:          168 
LEU          A:          291 
LEU          A:          295 
LEU          A:          295 
LEU          A:          295 
LEU          A:          295 
ILE           A:           179 
LYS          A:          296 
PHE         A:          154 

Alquil 
Alquil 
Alquil 
Alquil 
Alquil 
Alquil 
Alquil 
Alquil 
Alquil 
Alquil 
Alquil 
Alquil 
Alquil 
Alquil 

4.80 
4.68 
5.29 
4.35 
4.50 
4.62 
4.72 
4.85 
5.02 
5.10 
5.30 
5.26 
4.84 
4.83 

Inibidor G092 ARG         A:          187 
LYS          A:          296 
MET         A:          288 
ALA         A:           172 
ALA         A:           256 
ALA         A:           259 
VAL         A:           175 
VAL         A:           175 
MET        A:           292 
LEU         A:           168 
LEU         A:           171 
LEU         A:           291 
LEU         A:           295 
LEU        A:            295 
ILE          A:            179 
ILE          A:          168 
ILE          A:           179 
LEU        A:           295 

-H 
-H 
-H 
Alquil 
Alquil 
Alquil 
Alquil 
Alquil 
Alquil 
Alquil 
Alquil 
Alquil 
Alquil 
Alquil 
Alquil 
Pi-Sigma 
Pi-Sigma 
Pi-Sigma 

2.31 
2.72 
1.78 
4.59 
3.39 
3.77 
3.96 
5.19 
5.02 
4.30 
5.38 
5.11 
4.12 
5.31 
3.38 
3.68 
3.88 
3.62 

Legenda: -H: Ponte de hidrogênio; (1) (+)-delta-cadineno; (2) (+)- Ácido hardwíickico; (3) Ácido 3-
acetoxi-copálico; (4) Ácido 3-hidroxi-copálico; (5) α-copaeno; (6) α-humuleno; (7) β-cariofileno; (8) Ácido 
copálico; (9) Ácido caurenóico;  (10) Ácido covalenico; (11) Ester colavico-15-metil;  (12) trans-α-
Bergamoteno. 
 

Quando se compara as ligações feitas entre o inibidor G092 com as outras 

moléculas de estudo, com estudo realizado com o inibidor G092 cristalizado na 

macromolécula MsbA, observa-se o estabelecimento de interações similares (Figura 

8). O inibidor G092 faz ligações com os resíduos ALA A: 172, ALA A: 256, ALA A: 259, 

ARG A: 187, ILE A: 168, ILE A: 179, LEU A: 168, LEU A: 171, LEU A: 291, LEU A: 

295, LYS A: 296, MET A: 288, MET A: 292 e VAL A: 175, que são similares as 

interações encontradas em outro estudo??/ interações de van der Waals com as 

cadeias laterais TM4 nos resíduos L171, A175 e V178; TM5 nos resíduos A259, L263 

e na cadeia TM6 nos resíduos M291 e L294. O anel quinolínico B interage com 

resíduos das cadeias laterais TM4, TM5 e TM6 e também com o substituinte 2-cloro-

6-ciclopropilfenil, conferindo um ajuste da bolsa interna de MsbA ao inibidor (HO et al., 

2018). 
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Quando se compara as interações das substâncias selecionadas ao inibidor 

G092, em comum, todas as moléculas fazem ligação com o resíduo de LEU A: 295. 

Vale destacar as moléculas 5, 6 e 12 que além da mesma interação, compartilham 

com o inibidor interações com ALA A: 172, ALA A: 256, ALA A: 259, LEU A: 168 e VAL 

A: 175 e pode sugerir que essas moléculas tenham a mesma ação. Quando se 

relacionada a afinidade dos compostos e energia total (menores energias), pode-se 

sugerir que o melhor substrato para MsbA é a substância 12 (trans-alfa-bergamoteno) 

e deve ser priorizada em estudos posteriores. 

Dentre os compostos analisados nesse estudo elegemos o composto 12, trans-

alfa-bergamoteno, como mais promissor devido compartilhar com G092 similaridade 

de ligação com muitos resíduos de aminoácidos, além de ter a menor energia de 

ligação e ser um dos compostos com maior afinidade à proteína entre as moléculas 

de estudo, diante disso, supomos que o trans-α-Bergamoteno pode agir em MsbA 

como inibidor de modo semelhante ao G092.  
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Figura 7. Interações transportador Msba-ligante 
Legenda: (5) α-copaeno; (6) α-humuleno; (12) trans-α-Bergamoteno. 
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6 CONCLUSÃO 

Os extratos de C. reticulata apresentaram atividade antimicrobiana mais 

pronunciada frente a cepas Gram-positivas, os extratos mais promissores foram 

EMGa, EEFo e EMFo ativos em pelo menos tres cepas microbianas. A predição in 

silico demostrou o potencial antimicrobiano dos terpenos frente a bacterias gram-

positivas e gram-negativas. A docagem realizada entre os terpenos e o transportador 

ABC (cassete de ligação de ATP) MsbA indicou que trans-alfa-bergamoteno é o 

composto com maior potencial de inibir esse transportador. 
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