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RESUMO

A resisténcia bacteriana aos antibioticos disponiveis € crescente, tornando-se urgente
a busca de alternativas terapéuticas. O género amazo6nico Copaifera L. é utilizado na
medicina tradicional para o tratamento de doencas 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 maceracao e extracao sob refluxo, sendo caracterizado por
cromatografia em camada e submetidos a microdiluicdo utilizando diferentes
bactérias. Foram selecionados 12 terpenos, seguido da predi¢cdo dos aspectos fisico-
quimicos, farmacocinéticos, toxicidade, atividades biolégicas e docagem molecular
em MSBa (transportador ABC de cassete de ligacdo de ATP). Em extratos obtidos de
folhas (EFo) e galhos (EGa) foram detectados diferentes metabolitos secundarios,
dentre estes terpenos. Os extratos mais promissores como antimicrobianos foram:
extratos metandlicos Fo/Ga e etandlico Fo. Em relacéo a regra de Lipinski, apenas o
LogP foi violado pelos terpenos, apresentando alta absorcao intestinal, atravessam a
BHE, metabolizados por CYP e podem inibi-la. Todas as moléculas apresentaram
toxicidade, sendo o &cido caurendico 0 menos toxico. As moléculas mais promissoras
como antimicrobiano foram o beta-cariofileno, acido copalico, kolavic-15-metil-ester e
trans-alfa-bergamoteno. A docagem molecular sugere que 0s compostos mais
promissores foram alpha-copaeno, alpha-humulene e Trans-a-Bergamoteno sendo
essa ultima a molécula mais promissora. Em sintese, a C. reticulata possui potencial
antimicrobiana e algumas moléculas podem ligar a proteina MSBa, interferindo no
mecanismo de resisténcia bacteriana a outros farmacos.

Palavras- chave: Copaifera, terpenos, antimicrobiano, transportador ABC de cassete
de ligacao 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-a-Bergamotene with the latter being the
most promising molecule.

Key words: Copaifera, terpenes, antimicrobial, transportador ABC de cassete de
ligacdo de ATP
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1 INTRODUCAO

Estimam que, anualmente, mais de dois milhdes de infeccOes resistentes a
antibiéticos ocorrem nos Estados Unidos, resultando em aproximadamente 23.000
mortes (HAMPTON, 2013). Corre-se o risco de retorno a era pré-antibiotica, ndo sendo
posssivel realizar o tratamento de infec¢des bacterianas, tornando-se urgente a busca
de novas estratégias para combater a crescente resisténcia dos microorganismos
(BROWN; WRIGHT, 2016).

Em bactérias resistentes aos farmacos, estdo associados uma grande variedade
de mecanismos de resisténcia dentre 0s quais podemos citar os reguladores
transcricionais (TRs) bacterianos desempenham um papel importante na regulacéo
da transcricdo de genes funcionais necessarios para sobreviver a estresses
ambientais, incluindo resisténcia a antibidticos (TANG et al., 2019; LI et al., 2021). A
mutacdo nos TRs de resisténcia a multiplos antibioticos (MarR) em Escherichia coli
leva a expressao de proteinas que resultam na ativacdo da bomba de efluxo que esta
envolvida na resisténcia a multiplos farmacos, como, por exemplos, a tetraciclina,
quinolonas e B-lactamicos (POURAHMAD; JAKTAJI e EBADI, 2013; LANKESTER et
al., 2019; Ll et al., 2021).

Existem moléculas que podem inibir a bomba de efluxo impedindo a extrusao ativa
do farmaco, revertendo a resisténcia bacteriana, estas sdo chamadas de 'quebradores
de resisténcia' ou 'potenciadores de antibiéticos (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). Varios compostos de origem natural
dentre estes estdo 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 ligacdo de ATP) € um transportador
bacteriano do tipo ABC essencial para o transporte de LPS para a superficie celular,
tendo sido encontrado um inibidor alostérico para essa proteina que altera a
conformacéao do transportador impedindo que este consiga fazer o transporte do LPS
para a superficie (HO et al., 2018). O transportador Msba representa um mecanismo

de resisténcia existentes em E.coli devido estar envolvido no efluxo de antibi6ticos
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para fora da célula bacteriana. Desse modo, a sua inibicdo pode ser um potencial
alvo para a reversao da resisténcia uma bacteriana (HAUBERTIN et al., 2006).

Além de buscar moléculas que possam reverter a resisténcia bacteriana, ainda é
necessario buscar novos farmacos antimicrobianos. Na regido amazénica a copaiba
€ amplamente utilizada para fins medicinais, principal forma de utilizacao dessa planta
medicinal € o seu oleorresina com acfes anti-inflamatéria, antimicrobiana e
cicatrizante. Estudos etnobotanicos relatam também o uso do ché obtido da decocc¢éo
das cascas, cujas finalidades terapéuticas séo o tratamento de doencas pulmonares
e asma, anti-hemorroida e purgativo (ROSA; GOMES, 2009, SANTANA et al., 2014).

As propriedades farmacoldgicas de Copaifera L. sdo atribuida aos terpenos de
sua composicao quimica, componentes majoritarios em suas oleorresinas e extratos
(WENNINGER; YATES; DOLINSKY, 1967; CALVIN, 1980). Estudos demonstraram
gue 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:
acido ent-agético (Figura 1); acido (13E)-ent-labd-8(17)-en-15,18-didico; acido ent-
polidltico; acido ent-caurendico; acido colavenico e acido (13E)-ent-labda-7,13-dien-
15-éico, isolados de Copaifera, apresentaram atividade antimicrobiana (BARBOSA,

A maioria dos estudos quimicos e farmacoldgicos realizados com espécies de
Copaifera foi realizada com oleorresinas, havendo caréncia 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
género. Estas lacunas do conhecimento justifica a realiza¢do deste estudo.

As hipoteses deste estudo sdo: H1- que extratos obtidos de C. reticulata sao
promissores como antimicrobiana; H2- terpenos ja isolados deste género podem inibir

a bomba de efluxo, podendo reverter a resisténcia bacteriana.
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COOH

3 COOH

Figura 1. terpenos isolados de Copaifera L.
Legenda: (1) acido ent-agatico; (2) acido (13E)-ent-labd-8(17)-en-15,18-didico; (3) acido ent-polialtico; (4) acido
ent-caurenoico; (5) acido colavenico; (6) acido (13E)-ent-labda-7,13-dien-15-6ico.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1. Resistencia microbiana

A resisténcia bacteriana € um fendmeno natural que ocorre como uma resposta
dos microrganismos quando expostos a ambientes hostis, sejam eles no meio
ambiente ou ndo, quando expostos a acdo de antibiéticos (WHO, 2018). Desta forma,
a resisténcia se refere a capacidade de organismos que provocam doencas
infecciosas, incluindo bactérias, sobreviverem a agentes projetados para mata-las.
Trata-se de um processo natural, resultante de pressao seletiva no ambiente entre
espécies de bactérias (YU et al., 2016).

A resisténcia bacteriana pode ser caracterizada de maneira intrinseca, como
resultado de uma caracteristica estrutural ou funcional inerente de dada espécie, ou
de maneira adquirida, como resultado de muta¢cbes que podem ocorrer durante a
replicacdo celular ou serem induzidas por intermédio de agentes mutagénicos.
(SILVA; RODRIGUES JUNIOR, 2022). Em bactérias resistentes os antibioticos
tendem a atingir uma concentracao intracelular mais baixa quando comparados com
cepas sensiveis a antibiéticos intimamente relacionadas, indicando menor taxa de
absorcdo de drogas ou maior taxa de drogas exportadas (PAGES et al., 2008,
ALEKSHUN e LEVY, 2007). Esse processo ocorre por diferentes mecanismos de
resisténcia.

Quando a bactéria invade o hospedeiro, para que sobreviva sdo desenvolvidos
mecanismos de combate ao sistema imunologico do hospedeiro. As moléculas
secretadas que interferem no reconhecimento de patdégenos bacterianos pelo sistema
imunoldgico do hospedeiro e componentes associados a patdégenos que tornam o
invasor mais resistente ao arsenal de moléculas antimicrobianas do hospedeiro, como
lisozima, fosfolipase A2 do grupo IIA e pequenos peptideos antimicrobianos catibnicos
(CAMPs) (KOPRIVNJAK e PESCHEL, 2011).

Em humanos, os CAMPs (catelicidinas € LL-37; defensinas tém uma estrutura
de folha B que é estabilizada por trés pontes dissulfeto; cinocidinas relacionados as
quimiocinas liberadas das plaquetas ao entrar em contato com bactérias,
trombocidinas) tém papéis imunomoduladores adicionais que contribuem para a
defesa antimicrobiana do hospedeiro (KOPRIVNJAK e PESCHEL, 2011). Além disso,
outros peptideos antimicrobianos humanos foram descritos, incluindo dermcidinas

anibnicas produzidas no suor humano, o hormonio regulador do ferro hepcidina
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(GANZ, 2006) e produtos derivados de proteinas humanas, como a-melandcito-
horménio estimulante (MADHURI et al., 2009).

Existem varios mecanismos propostos de como os CAMPs matam as bactérias,
porém, para se defender alguns patégenos produzem moléculas extracelulares que
se ligam e prendem os CAMPs e, assim, impedem sua acdo antimicrobiana.
Alternativamente, as bactérias podem interceptar peptideos de defesa do hospedeiro
antes de atingirem seu alvo - a membrana citoplasmatica 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 evolugdo do CAMP levou a introducdo de mdultiplas pontes de
cisteina, resultando em uma forma que é substancialmente mais resistente a
protedlise (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
exopolimero catibnico polissacarideo adesina intercelular (PIA) e &cido poli-y-
glutamico aniénico (PGA), que demonstraram desempenhar um papel na resisténcia
cationica LL-37 e HBD3 e defesa anibnica peptideo dermcidina (VUONG et al., 20042,
VUONG et al., 2004°; KOCIANOVA et al., 2005). Estes mecanismos de resisténcia,
provavelmente, envolve o sequestro eletrostatico e mecanico dos peptideos de defesa
do hospedeiro na membrana citoplasmatica bacteriana (KOPRIVNJAK e PESCHEL,
2011).

As moléculas que contribuem para a negatividade liquida da superficie
bacteriana incluem peptidoglicano, polimeros aniénicos como TA, acido teicurdnico,
lipopolissacarideo (LPS) e fosfolipidios anidnicos na membrana citoplasmatica
bacteriana. O envelope de bactérias Gram-negativas consiste em uma fina camada
de peptidoglicano e uma membrana externa extra com camada fosfolipidica interna e
camada externa de LPS (RAETZ et al., 2007). As bactérias Gram-positivas néo
possuem a membrana externa, mas a parede celular espessa com multiplas camadas
de peptidoglicano, o envelope celular contém varios polimeros glicolipidicos ou
glicolipidicos, nomeadamente TA, que estao ligados ao peptidoglicano (acido teicdico
da parede, WTA) ou a membrana celular (acido lipoteicéico, LTA) (NEUHAUS e
BADDILEY, 2003; WEIDENMAIER e PESCHEL, 2008).



19

A ligacdo dos CAMPs depende de interacdes eletrostaticas com as porcdes
carregadas negativamente no envelope celular bacteriano (lipidio A e acidos teicoicos:
WTA, &cido teicdico da parede, LTA, &cido lipoteicoico). Os CAMPs precisam penetrar
na membrana externa (bactérias Gram-negativas) ou na parede celular (bactérias
Gram-positivas). PhoQ e ApsS séo sensores de histidina quinase que respondem a
CAMPs ou perturbacdes de membrana mediadas por CAMPs, sendo reguladores
transcricionais da expressao de genes de resisténcia a CAMPs. Substituicdes de
lipidio A por aminoarabinose e etanolamina, modificacdo de fosfatidilglicerol por L-
lisina e modificacdo D - alanina de WTA e LTA, atuam para neutralizar a carga liquida
negativa do envelope celular bacteriano (KOPRIVNJAK e PESCHEL, 2011).

Além disso, o aumento da resisténcia € obtido pela alteracdo da fluidez da
membrana as substituicbes do TA pelo aminoacido D- alanina, que influencia
parcialmente a negatividade liquida de TA (FISCHER, 1994; NEUHAUS e BADDILEY,
2003; XIA; KOHLER e PESCHEL, 2009). Por sua vez, ésteres D - alanilicos de TA
modulam funcdes de TA que aumentam significativamente a resisténcia de bactérias
Gram-positivas a CAMPs e proteinas (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 concentracao 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 sao substituidos por D — alaninas (KOPRIVNJAK e PESCHEL, 2011).

Outros fatores transcricionais sdo influenciados por fatores ambientais, um
exemplo € o PmrA. A atividade do regulador transcricional PmrA é controlada por dois
sistemas diferentes: (a) um sensor quinase PmrB que detecta ferro, zinco e condi¢des
acidas leves, e (b) sistema de dois componentes PhoPQ que regula a atividade PmrA
através da proteina PmrD. PhoPQ é um sensor de Mg2+, responde a mudangas no
pH e a presenca de CAMPs. Foi demonstrado que PhoP influéncia direta ou
indiretamente a expressao 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 sao
resistentes a diferentes farmacos (BOUCHER et al., 2009), possuem uma diversidade
de mecanismos de resisténcia (intrinsecos, adquiridos e adaptativos)
(BREIDENSTEIN et al., 2011). Por exemplo, uma superexpressao da bomba de efluxo

de resisténcia-nodulacdo-divisdo (RND) MexAB-OprM é comumente associada a
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resisténcia a B-lactamicos, enquanto MexXY-OprM medeia a diminuicdo da
suscetibilidade a aminoglicosideos, alguns B-lactamicos e fluoroquinolonas (POOLE,
2011). Além disso, a resisténcia as fluoroquinolonas também pode resultar da
regulacéo positiva das bombas MexAB-OprM, MexCD-OprJ e MexEF-OprN (ADABI
et al., 2015). As mutacdes na porina OprD, resultando na diminuicdo ou perda da
mesma, levam a reducdo da recaptacdo do imipenem na célula e surgimento da
resisténcia a esse farmaco (WALSH e AMYES, 2007).

Algumas familias de transportadores também estdo entre os mecanismos de
resisténcia descritos, tais como as proteinas da familia resisténcia nodulacéo-divisao,
facilitadores principais, sistemas de efluxo multidrogas, transportadores de cassete de
ligacdo de ATP, como o MsbA em Escherichia coli, sdo as familias de transportadores
encontradas na literatura (TEIXEIRA et al., 2019).

O MsbA consiste em uma proteina transportadora da familia de proteinas ABC
(ATP-binding cassette), esses transportadores estao envolvidos na importacdo celular
de diferentes metabdlitos ou no efluxo de antibidticos e moléculas exdgenas
(HAUBERTIN et al., 2006). O MsbA esta presente em bactérias gram-negativas como
E. coli onde catalisa o0 movimento do lipopolissacarideo (LPS) do interior da célula
bacteriana para a superficie da membrana. O LPS consiste em um componente
essencial membrana externa das bactérias Gram-negativas, faz parte da constituicdo
da camada externa da membrana externa onde contribui para a assimetria lipidica,
onde compde uma barreira eficiente a antimicrobianos e outros fatores de stress. O
LPS tem sua biogénese no folheto citoplasmatico da membrana interna citoplasma, e
depende da facilitagdo de uma flippase para realizar seu movimento transbicamada
visto que esse movimento é energeticamente desfavoravel requer facilitacdo por
flippases. Devido a isso MsbA realiza o movimento de LPS para o folheto
periplasmatico celular (RAETZ; WHITFIELD, 2002, HO et al., 2018). O MsbA é um
possivel alvo bacteriano ainda pouco explorado, tendo em vista que a perda do MsbA
causa rapida perturbacédo da membrana e morte celular.

No caso dos macrolideos, os mecanismos mais comuns de resisténcia aos
macrolideos sdo o efluxo dos antibiéticos (extrusdo do farmaco da célula) e a
modificacdo do sitio alvo por uma modificacdo poés-transcricional do rRNA 23S ou
mutacdes no rRNA 23S ou proteinas ribossomais (LECLERCQ, 2002). A resisténcia
adquirida através de uma mutacdo no sitio de ligacdo possui diferentes niveis e

depende da posicdo em que a mutacéo ocorre (XIN et al., 2009; CARDINALE et al.,
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2011; AKAIKE et al., 2012). Além disso, P. aeruginosa pode produzir varios tipos de
B-lactamases codificadas em plasmideos, entre as quais as B-lactamases de espectro
estendido (ESBLs) mediando resisténcia a cefalosporinas de amplo espectro, e as
metalo-B-lactamases (MBLs) mediando resisténcia a carbapenemes sao
preocupantes (POTRON et al., 2015).

Outros mecanismos podem interferir na resposta dos antibacterianos, como por
exemplo a alteragcdo da permeabilidade do farmaco na bactéria, devido as alteracdes
na fisico-quimicas bacterianas. Outro possivel mecanismo pode envolver a diminui¢ao
oi auséncia de compatibilidade entre o local de acdo e o farmaco (TEIXEIRA et al.,
2019).

Em sintese, a resisténcia bacteriana aos farmacos é crescente, tonando-se
urgente a busca de novos farmacos ou de adjuvante farmacol6gico, como exemplo os
inibidores de beta-lactamase. Nesta busca, as plantas amazoénicas podem ser uma
importante fonte de moléculas com atividade antibacteriana e como adjuvantes
farmacolégicos. Um fato curioso é que a maioria dos estudos avaliaram somente a
atividade antibacteriana das plantas e seus metabdlitos, ainda sendo escassos 0s
estudos que avaliem simultaneamente os dois aspectos.

Um género muito importante, em termos medicinais, na Amazbnia é o
Copaifera, sendo o uso de seu 0leo relatado desde o século XVI (DE ALBUQUERQUE
etal., 2017), dentre as alegacdes tem-se para o tratamento de patologias ocasionadas
por bactérias. Alguns estudos demonstraram a atividade antibacteriana do oleorresina
(MADHURI et al., 2009) e ainda sao escassos 0s estudos com o0s extratos de espécies

pertencentes ao género, tornando este trabalho ainda mais relevante.

2.2. Copaifera

O género Copaifera pertence a familia Leguminosae Juss. e subfamilia
Caesalpinoideae Kunth (VEIGA JR e PINTO, 2002) e sao caraterizadas pela presenca
de estruturas secretoras internas que sintetizam e acumulam oleorresina, que
possuem expressiva atividade e alto valor comercial (RODRIGUES; TEIXEIRA,
MACHADO, 2011). As plantas deste género sdo conhecidas popularmente como
“copaiba ou copaibeiras” e a origem do nome copaiba pode ser atribuida ao tupi cupa-
yba, “arvore de depdsito”, ou que tem jazida em alusdo ao 6leo que guarda em seu

interior.
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As copaibeiras sédo arvores de crescimento lento, alcancam de 5 a 40 metros
de altura, podendo viver até 400 anos. O tronco é aspero, de coloracdo escura,
medindo de 0,4 a 4 metros de diametro. As folhas sao alternadas, pecioladas e
penuladas. Os frutos contém uma semente ovoide envolvido por um arilo abundante
e colorido. As flores sdo pequenas, apétalas, hermafroditas e arranjadas em paniculos
axilares (VAN DEN BERG, 1982; PIO CORREA, 1984)

As copaibas séo arvores nativas da regiéo tropical da América Latina e também
da Africa Ocidental. De acordo com o Index Kewensis (1996) o género Copaifera
possui 72 espécies. No Brasil sdo encontradas facilmente nas regibes Amazénica 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
Dest., 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 Amazonia brasileira, habita mata de terra firme e foi
encontrada amplamente distribuida na por¢éo oriental, sendo rara na regido ocidental
e ausente a nordeste; amplamente distribuida no Para, podendo ainda ser encontrada
nos estados Amapa, Roraima e Mato Grosso (MARTINS-DA-SILVA; PEREIRA; LIMA,
2008).

Quimicamente, o género Copaifera destaca-se por apresentar uma enorme
diversidade de metabdlitos secundarios. Estudos realizados, especialmente com o
Oleo de copaibeiras, revelam em grande maioria a presenca de sesquiterpenos e
diterpenos (MORIN et al. 1986; PINTO et al. 1996; BRAGA, 1998). Dentre os
diterpenos ja descritos na literatura, todos pertencem aos esqueletos caurano,
clerodano e labdano, como os acidos caurendico, copalico e hardwickiic (Figura 2).
(CASCON e GILBERT, 2000).

Quanto as partes aéreas, existem poucos estudos com relagdo a composicao
quimica e suas atividades farmacoldgicas. Foi observado que a composicdo das
partes aéreas difere muito da oleorresina, sendo constituido majoritariamente de
composto polares derivados da via do &cido chiquimico, incluindo flavonoides e
derivados do acido galico. (SOUZA et al. 2011; NOGUEIRA; FURTADO e BASTOS,
2015).
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Clerodano Labdano Caurano

Acido hardwickiico Acido copalico Acido caurenoico

Figura 2. Numeracao e estereoquimica comuns aos esqueletos diterpénicos: caurano, clerodano e
labdano e seus derivados

7

A copaiba é uma planta medicinal que tem seu uso popular bastante
disseminado, ha relatos de uso da copaiba para muitas finalidades, dentre as quais
podemos citar o uso como antibacteriano, antiinflamatério, cicatrizante e para doencas
gastricas (LEANDRO et al., 2012). O 0leo resina extraido do tronco da arvore de
copaiba apresenta diversas propriedades, como medicinais e cosméticas. Sendo uma
das plantas com uso medicinal mais conhecida e utilizada no Brasil, o 6leo é
encontrado na forma farmacéutica de pomadas, 6leos in natura, capsulas, emulsdes,
entre outros (MACIEL; PINTO e VEIGA JUNIOR, 2002).

A oleorresina C. reticulata Ducke possui muitos usos terapéuticos tradicionais,
entre os quais estdo o uso como antiinflamatorio, cicatrizante, para doencas gastricas
e antibacteriano (LEANDRO et al., 2012). Em destaque estao os usos para tratamento
de infeccdes bacterianas, onde estudos demonstraram atividade contra muitas cepas,
especialmente de bactérias Gram-positivas, como o Staphylococcus aureus com

concentracéo inibitéria minima (CIM) de 5 pg/mL (PACHECO et al., 2006). Outro
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estudo, testou o oleorresina frente a Enterococcus faecium e Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (MRSA), demonstrando significativa atividade com CIM de 4,2
e 5,3 yg/mL respectivamente (BARBOSA et al., 2018).

Estudos de caracterizagcdo quimica mostraram que a oleorresina de copaiba é
composta por sesquiterpenos e diterpenos (VEIGA JUNIOR e PINTO, 2002), sendo
atribuida aos terpenos as atividades antimicrobianas da oleorresina (BIAVATTI et al.,
2006). Os sesquiterpenos sao majoritarios na composicdo da oleorresina, o [3-
cariofileno € um dos mais encontrados sendo a ele atribuido muitas atividades
biolégicas como a atividade antimicrobiana (LEANDRO et al., 2012). Além disso, ja
foram identificados em Oleo-resina de C. reticulata o &cido copalico, acido
hardwickiico, acido caurendico, a humuleno, a copaeno e 3 bisaboleno (SANTOS,
2008; ZOGHBI, 2009; TRINDADE et al., 2018). (Figura 3).

Quanto aos efeitos sobre a mucosa gastrica, estudos avaliando atividade de
extratos das folhas de C. reticulata demonstraram efeitos citoprotetores para a
mucosa gastrica em modelos de Ulceras agudas, entretanto, estes extratos foram
toxicos para a linhagem celulares tumorais de adenocarcinoma gastrico (LEMOS,
2016). Extratos obtidos de 6 espécies de Copaifera foram analisadas e demostraram
citotoxicidade in vitro, porém nao foi observada toxicidade in vivo (FURTADO, 2018).
De extrato obtido de sementes de C. langsdorffi foram detectados compostos fendlicos
e arométicos (STUPP et al. 2008).
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Figura 3. Estruturas quimicas de substancias identificadas na espécie C. reticulata Ducke
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2.2.1. DOCAGEM MOLECULAR

A pesquisa e desenvolvimento de farmacos passou por alguns periodos ao longo da
histéria, indo desde a descoberta ocasional de farmacos no século XIX até as metodologias
atuais que aliam o conhecimento das estruturas quimicas com a area da quimica
computacional e a modelagem molecular, triagem de farmacos em larga escala, e os dados
produzidos pelos projetos genoma e proteoma humanos (ROQUE, 2010). Nesse contexto, o
planejamento racional de farmacos baseado em estruturas (Struct-Based Drug Design) por
meio da computacao cientifica vem se mostrando uma abordagem metodoldgica de sucesso
e tomando destaque devido a reducédo do tempo e dos custos relacionados a pesquisa e
desenvolvimento de novos farmacos (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
farmacologico 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 predicdo do correto modo de ligacdo de uma
molécula teste com uma macromolécula alvo (ANDRICOPULO; SALUM e ABRAHAM, 2009).
A abordagem in silico para a triagem e o melhoramento de compostos a traves de métodos
de atracamento sdo estratégias importantes na redugdo de custos do processo de
desenvolvimento de farmacos (MAGALHAES, 2006).

Nesse sentido as plantas medicinais consistem em uma importante fonte para a
prospeccao de moléculas bioativas, devido a diversidade quimica e estrutural dos metabolitos
secundarios encontrados na composicdo destas possuem alto potencial para se tornarem
prototipos de farmacos (BRASIL, 2017) dentre esses metabolitos com atividade farmacolégica
destacamos o0s terpenos aos quais sdo atribuidos atividade antitumoral, antimicrobiano,
antifangico, antiviral, anti-hiperglicémico, analgésico, anti-inflamatério

e atividades antiparasitarias (PADUCH et al., 2007). A partir dessas moléculas
biol6gicas podem ser realizadas modelagem molecular e modificacdo molecular e variacdo
estrutural para a obtencdo de antibidticos menos téxicos, 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 reversdo da resisténcia bacteriana dos terpenos isolados, determinar a

atividade antibacteriana de extratos de C. reticulata

3.2. Objetivos Especificos

* Realizar estudos fitoquimicos 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 predicdo in silico da atividade antibacteriana de terpenos de C.
reticulata Ducke;

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

MsDbA.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1.

Material

4.1.1. EQUIPAMENTOS

Agitador magnético mini com aquecimento - Quimis;

Autoclave 75 L - Phoenix;

Balanca analitica — Bioprecisa, modelo FA2104 N Eletronic Balance;
Banho-maria — SOLAB Cientifica, modelo SL 150;

Banho de Ultrassom — Tecnal Equipamentos para laboratorio, modelo 2210
Branson.

Cabine de fluxo laminar vertical — Pachane, modelo PA 310;

Capela — Quimis;
Chapa aquecedora;

Dessecador de vidro;

Destilador de agua,;

Estufa — Medicate Produtos Médicos, modelo Md 1.2;

Estufa Microprocessada de Cultura Bacteriolégica, modelo Q316M, Quimis;
Evaporador rotatério, Fisatom;

Forno Mufla — Forlabo n° 2750;

Geladeira — Electrolux;

Leitor de Microplacas — Biotek, modelo ELX 808;

Micropipetas, volume ajustavel de 2-20 yL, 10-100 uL e de 100-1000 uL —
Paguepet;

Moinho de facas - Marconi;
pHmetro de bancada — Quimis Q400RS;

4.1.2. SOLVENTES, REAGENTES E OUTROS

Agua destilada;

Acetato de etila P.A - Dinamica;
Acido cloridrico - Dinamica;
Acido sulfurico - Dinamica;

Alcool metilico (Metanol) — Dinamica;



Alcool grau 96°GL (Alcool Etilico hidratado);
Alcool etilico 70%:;

Diclorometano P.A — Dinamica;
Dimetil-sulféxido (DMSQO) — Dinamica;
Hexano P.A — Dinamica;

Solucéo salina 0,85%;

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

4.1.3. FARMACOS, MEIOS DE CULTURA E OUTROS

Anfotericina B 50 mg sol.;

Agar Miiller Hinton - Himedia;

Agar Cetrimide — Himedia

Agar Manitol — Himedia

Agar McConkey — Himedia;

Agar Sabouraud - Himedia;

Caldo Mller Hinton — Kasvi;
Cloranfenicol 1g p6 (suspenséo);
Sulfato de Gentamicina 80 mg/ 2mL;
Algodéao hidréfobo;

Gaze

4.1.4. MATERIAL PLASTICO E METAL

Cuba cromatografica;

Espatulas de metal;
Estantes plasticas;

Pinca de alca inox;

Papel aluminio comercial;

Papel de filtro MN 618;

Pipetas Pasteur de plastico;

Placas de cultura de células de 96 pocos, fundo chato com tampa - TPP;
Ponteiras de 10 — 1000 pL e de 20 a 200pL;

29
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e Tubo conico graduado 15 mL néo esteéril (Tipo Falcon);

e Tubo cbnico graduado 50 mL estéril (Tipo Falcon) - Becton-Dicknson;
e Tubos de microcentrifuga (Tubos eppendorf) de 1,5 e 2,0 mL — Alfa;
e Alcas em poliestireno calibradas descartaveis 10uL (LabPlast);

e Swab (J. Prolab);

e Placas Petri descartavel 90X15 cm (J. Prolab);

e Pipeta Pausteur descartavel,

e Ponteiras de 10 a 1000uL e de 20 a 200 pL;

4.1.5. VIDRARIAS

e Baldo volumétrico de 250 mL, 500 mL, 100 mL — Laborquimi;

e Bastéo de vidro;

e Becker de 600, 1000 mL — Sateli;

e Condensador;

e Erlenmeyes de 250, 2000 mL — Vidrolabor;

e Pipetas de vidro graduadas de 1 mL, 5 mL, 10 mL — Vidrolabor;
e Proveta de 50 mL, 200 mL, 500 mL, 100 mL - Vidrolex;

e Tubos de ensaio;

e Tubos de ensaio com rosca;

4.1.6. MATERIAL BIOLOGICO

Para os testes da atividade antimicrobiana foram utilizadas cepas padrdo 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/Laborat6rio Central do Estado (LACEN-PA).

42. 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 01°31'8" e longitude
48°37'1"), identificado pela Dra. Rafaela Cabral e sua exsicata MG 231604 depositada
no herbario Jodo Murca do Museu Emilio Goeldi.

As folhas e galhos foram devidamente separados e lavados com agua corrente,
posteriormente dispostos em bancada sobre papel absorvente a temperatura
ambiente para evaporacdo da agua, secos em estufa de ar circulante a 40 °C, em
seguida triturado em moinho de facas. Os pds de galhos e folhas foram submetidos a
dois processos de extracdo: maceracdo etandlica e extracdo sob refluxo com
solventes de polaridade crescente (Hexano, diclorometano, acetato de etila e
metanol).

Na maceracao foi utilizado alcool etilico 96° GL, em temperatura ambiente e ao
abrigo de luz, durante sete dias. A solucdo etandlica foi filtrada e submetida a
concentracdo em evaporador rotatorio, até obtencdo de residuo, sendo obtido os
extratos etanolicos (EEFo e EEGa).

Na extracdo sob refluxo (Figura 4) os p6s dos galhos (38g) das folhas (279)
foram submetidos separadamente a extracdo a sob refluxo sendo estes transferidos
para um baldo de fundo redondo de 500 mL o qual foi conectado a um condensador.
Ao baldo 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
apos, fez-se a extragdo 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 solu¢Bes obtidas foram filtradas em funil simples com o auxilio de

papel filtro, seguida de concentragdo 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 metanolico (EMFo e EMGa).

P4 das folhas/galhos de
Copaifera reticulata

Extracdo sob refluxo durante 30 min. com hexano,
seguido de filtracao

EHFo Residuo
EHGa

Extracdo sob refluxo durante 30 min. com diclorometano,
seguido de filtracao

EDFo Residuo
EDGa
Extracdo sob refluxo durante 30 min. com acetato de etila, seguido
de filtracao
EAFo Residuo
EAGa Extragdo sob refluxo durante 30 min. com metanol,
seguido de filtracdo
EMFo
EMGa

Figura 4. Obtencao dos extratos de Copaifera reticulata por extragédo sob refluxo

Legenda. EE - Extrato Etandlico; EH - Extrato Hexanico; ED — Extrato Diclorometano; EA — Extrato
Acetato de Etila; EM — Extrato Metanol; Fo — Folha. Ga — Galho; O procedimento foi realizado para o
po de folhas e galhos, separadamente.

4.2.2. ESTUDO FITOQUIMICO DE Copaifera reticulata

A prospeccao fitoquimica foi realizada por cromatografia em camada delgada
(CCD) utilizado 5mg de cada extrato solubilizado em metanol. Foram pesquisadas as
seguintes classes de metabdlitos: triterpenos e esteroides, geninas flavonicas,
heterosideos flavénicos, cumarinas, saponinas, alcaloides, polifenois, taninos,

geninas antraguindnicas e naftoquindnicas, heterosideos antracénicos (Quadro 1).
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Quadro 1. Condicdes utilizadas nas avaliacdes em cromatografia em camada delgada

Acido acético (5 gotas).

Metabdlito Fase movel Revelador
Alcaléides Cloroférmio: Metanol: Hidroxido de |Dragendorff.
Amdnio (8’5:15:0,2).
Cumarinas Tolueno: Eter (1:1) saturado com  Hidroxido de potassio a 5% em

metanol.

Geninas Antraquindnicas
Naftoquinbnicas

Cloroformio: Acetato de etila: Acido
férmico (60:40:2,5).

Cloreto de aluminio a 2% em metanol.

Geninas Flavonicas

Cloroférmio: Acetato de etila; Acido
férmico (60:40:2,5).

Cloreto de aluminio a 2% em metanol.

Polifendis Acetato de etila: Acido Formico: Solucdes de ferricianeto de potassio a
Acido acético: Agua (100:11:11:27). [1% e cloreto férrico a 2%.
Saponinas Cloroférmio: Metanol (95:5). Anisaldeido.

Triterpenos e Esterdides

Hexano: Acetato de etila (8:2)

Reagente de Lieberbanm-Burchard

Heterosideos Flavonicos

Acetato de etilq: Acido Férmico:
Acido acético: Agua (100:11:11:27).

Cloreto de aluminio a 2% em metanol.

Taninos

Acetato de etilq: Acido Férmico:
IAcido acético: Agua (100:11:11:27).

Solucdes de ferricianeto de potassio a
1% e cloreto férrico a 2%.

Heterosideos
Antracénicos

Acetato de etila: Metanol: Agua

(81:11:8)

Hidroxido de potassio a 5% em metanol

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

4.2.3. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE Copaifera reticulata

4.2.3.1.

Cada microrganismo foi

Cultivo de microrganismos

semeado em meio de cultura especifico e

posteriormente em agar Miuller Hinton e as placas foram encubadas em estufa
bacteriol6gica a 37 °C, por um periodo de 24 horas para as bactérias e de 48 horas

para o fungo e entéo utilizadas no experimento.

4.2.3.2. Determinacdo da concentragéo inibitdria minima

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

microdiluicdo em placa de 96 pocos segundo a metodologia descrita a seguir.
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Os microrganismos foram diluidos em solucéo salina a 0,85% sendo a turbidez
ajustada a turbidez do tubo 0,5 da escala de McFarland, correspondendo
aproximadamente 1,5 x108 UFC/mL (unidade formadora de coldnias/mL) de cada
microrganismo (CLSI, 2009 apud BRANDAO, 2012). As amostras de folhas e galhos
de C. reticulata Ducke foram solubilizadas em metanol e submetidas a microdiluicdo
nas seguintes concentracdes: 500 pg/mL; 250 pg/mL; 125 pg/mL; 62,5 pg/mL; 31,25
pg/mL e 15,625 pg/mL.

Foram utilizadas placas de 96 pocos pré-dosificadas, com 10 pL das amostras em
diluicdo seriada e apds a evaporagao total do metanol foram depositados 190 uL de
caldo Mdller Hinton, e 10 uL das suspensdes de bactérias ou de fungo, totalizando
200 uL em cada poco, cada concentracdo 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 pyL de caldo Muller Hinton + 10 pL da
suspensao de microrganismo e 10 uL de controle positivo (gentamicina, clorafenicol
ou nistatina) nas mesmas concentracées dos extratos.

Foram utilizados dois controles negativos CN1 onde foram acrescentados em
3 pocos utilizados 190 uL de caldo Muller Hinton + 10 uL da suspenséao bacteriana ou
fungica e CN2 onde foram acrescentados a 3 pogos 10 pL de metanol + 180 uL de
caldo Muller Hinton + 10 pyL da suspenséao bacteriana ou fangica, visando excluir a
possibilidade de interferéncia do solvente na atividade bioldgica (Figura 5.) (ELOFF,
1998; BRANDAO, 2012).
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Figura 5. Representacdo esquematica da atividade antibacteriana de C.reticulata Ducke

Legenda: CN1 — Controle Negativo 1: caldo Miller Hinton + 10 puL de suspenséao bacteriana; CN2 —
Controle Negativo 2: 10 yL de metanol + 180 yL de caldo Miller Hinton + 10 pyL da suspenséo
bacteriana; EE — Extrato Etandlico; EH — Extrato Hexano; ED — Extrato Diclorometano; CP — Controle
positivo: Gentamicina.

As microplacas de 96 pocos utilizadas no ensaio foram incubadas em estufa
bacteriol6gica por 24 horas e ap0s esse periodo foi realizada a leitura da densidade
Optica em Leitor de ELISA em comprimento de onda de 570 nm, os resultados das
absorbancias foram tabulados e analisados em Excel e a Concentracao Inibitéria 50%
foi determinada utilizando a ferramenta IC50 calculator.!

Para a classificacdo da atividade antimicrobiana dos extratos foram adotados
0s parametros de Holetz e colaboradores (2002), onde a atividade antimicrobiana de
uma amostra é classificada com alta atividade quando concentragdo inibitéria minima
(CIM) < 100 ug/mL; moderada atividade quando a CIM esta entre 100 a 500 ug/mL;
fraca atividade quando apresenta CIM entre 500 a 1000 pg/mL e a amostra foi
considerada inativa quando o CIM > 1000 pg/mL (HOLETZ et al. 2002).

4.2.4. ESTUDOS IN SiLICO PARA PREDICAO DOS ASPECTOS FiSICO-
QUIMICOS, FARMACOCINETICOS, ATIVIDADES BIOLOGICAS E
TOXICIDADES

As propriedades moleculares fisico-quimicas foram calculadas na plataforma
Molinspiration Cheminformatics®, um software de quimioinformatica que fornece
ferramentas de processamento e manipulacdo de molécula. Foram calculados
parametros fisico-quimicos estabelecidos pelas regras de Lipinski e Veber: Particdo
octanol/agua: logP < 5; area de superficie topoldgica < 140A, massa molar (MM) <
500Da; aceptores de ligagdo de hidrogénio (nALH) < 10; numero de grupos de
doadores de hidrogénio (nDLH) < 5; numero de ligagbes rotacionaveis (nROTB) < 10
(LIPINSKI et al., 1997; VEBER et al., 2002).

Parametros farmacocinéticos como a absorcao, distribuicdo e metabolismo
foram preditos utilizando o software PreADMET, os critérios para avaliagdo dos
resultados foram os estipulados pelo servidor online: Absorcéo Intestinal Humana
(AIH): 0-20% baixa absorcéo, 20-70% moderada absorcao, > 70% elevada absorcéo
(YEE, 1997); Permeabilidade em células Caco2 e MDCK: baixa permeabilidade < 4

1 1C50 calculator é uma ferramenta que pode ser encontrada no site: https://www.aatbio.com/tools/ic50-
calculator.
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nm/sec, meédia permeabilidade 4-70 nm/sec e alta permeabilidade > 70 nm/sec
(YAZDANIAN, 1998, FILIMONOV et al., 2014); Ligacdo as proteinas plasmaticas:
>90% ligada fortemente e < 90% fracamente ligadas.

A predicdo de toxicidade foi obtida a partir de dois softwares: PreADMET e
Protox. O primeiro avalia a toxicidade em algas, microcrustaceos e peixes,
mutagenicidade por meio do teste de Ames e carcinogenicidade em roedores; o
segundo avalia dose téxica em roedores (DL50) e efeitos téxicos (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 avaliacdo da toxicidade foram: Toxicidade em
algas: toxico: < 1 mg/L; Nao téxicos: > 1 mg/L (COSTA et al., 2008); Toxicidade em
Daphnia sp.: téxico: < 0,22 pg/mL, néo toxico: > 0,22 pg/mL (GULHERMINO et al.,
2000); Toxicidade em peixes Medeka e Minnow Muito toxico: < 1 mg/L; Téxico: 1-10
mg/L; Prejudiciais: 10-100 mg/L; N&ao toéxico: > 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 confianca para o potencial de atividade (Pa)
para cada um dos microrganismos analisados. Para avaliacdo dos resultados foram
considerados positivos Pa acima de 0.7 ou seja Pa =2 0.7 (FILIMONOQV et al., 2014).

No servidor DockThor na primeira pagina foi submetido a proteina e entéo
valida pelo mesmo, selecionando a cadeia otimizada, na pagina seguinte nao foram
adicionados cofatores uma vez que nao se aplicam a nossa andlise, na pagina
seguinte a estrutura (1) foi adicionado, validada pelo programa e entdo foi mantido a
livre rotacdo dos carbonos, por fim, o grid size foi adicionado obedecendo as
especificacdes de X:20 A, Y:20 A e Z: 20 A, a pesquisa foi feita pelo algoritmo padrao,
com 1.000.000 avaliagbes, populagdo de 750 em 24 execucgdes, esse processo foi
repetido para cada um dos terpenos.

O resultado da analise forneceu a afinidade, as interacfes receptor-ligante,
bem como a disténcia e os tipos de ligacdo que foram observadas no programa
Discovery Studio (BIOVIA, 2022). Para a validacéo do protocolo o ligante original foi
submetido a redocking no mesmo servidor seguindo os passos descritos acima, foi
considerado valido o protocolo quando o RMSD (Root-mean-square deviation) obtido
n&o ultrapassou 2,5 A (ALMEIDA, 2011; PASCHOAL, 2021).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Estudos fitoquimicos de Copaifera reticulata

Os extratos etandlicos foram obtidos de galhos (rendimento Ga= 10,2%) e
folhas (Fo= 25,7%). Os pés dos galhos e folhas foram submetidos a maceragcdo com
solventes de diferentes polaridades de forma sequencial, sendo obtidos os extratos:
hexanico (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 concentracdes diferentes
de constituintes quimicos que podem ainda variar de acordo com fatores ambientais
(solo, suprimento de agua, temperatura, pragas, espécies concorrentes, etc.) e de
maneira sazonal, variando com as estacdes do ano ou até mesmo horas do dia
(BLANK et al. 2007; STEFANELLO et al., 2010). Nesse estudo, 0s extratos com maior
rendimento foram os etandlico, hexano, acetato de etila e metanol obtido de folhas.
Isso possivelmente ocorre devido os metabolitos majoritarios possuirem afinidade
com solventes polares, na literatura sdo descritos mais estudos cujos maiores
rendimentos sdo de extratos mais polares como o extrato hidroalcéolico e etanélico
(COSTA, 2016, GONCALVES et al., 2005).

Na prospeccao fitoquimica dos extratos realizado por cromatografia em
camada delgada foi observado poucas diferencas entre os extratos obtidos de folhas
e galhos (Tabela 1), os resultados sugerem uma maior complexidade quimica no
extrato etandlico de folhas (EEFO0).

A classe de metabolitos triterpenos/ esteroides esta na constituicdo de todos
0s extratos, em analises de CG/MS de amostras ndo polares de C. langsdorfii
mostraram prevaléncia de sesquiterpenos como a-copaeno, a-bergamoteno, [-
cariofileno, a-humuleno, 6xido de cariofileno, entre outros (BRANCALION et al., 2012).
Caracterizacdo fitoquimica de extratos hidroalcéolicos e acetato de etila de C.
langsdorfii apontam flavonodides como a classe majoritaria de metabolitos secundarios,
a diferenca entre espécies ¢ um dos fatores que podem influenciar na composi¢cao
fitoquimica desses extratos, mais estudos com extratos de C. reticulata sao
necessarios para estabelecer esta correlacdo (FURTADO, 2013).
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Todos extratos apresentaram resultados (Tabela 1) negativos para alcaloides,
cumarinas, geninas antraquindnicas e geninas naftoquinénicas. Os extratos hexano
(EHFo0), acetato (EAFo0) e diclorometano (EAFo0) da folha foram positivos para
heterosideos antracénicos. A presenca de antraquinonas, terpenos, flavanoides,
saponinas e taninos em extratos de folhas de C. langsdorfii aponta que espécies
diferentes dentro do mesmo género podem ter diferencas significativas em sua
composi¢cdo, consequentemente podendo modificar as atividades farmacoldgicas
(GONCALVES et al., 2016).

Geninas e heterosideos flavonicos (Tabela 1.) foram encontradas nos extratos
etandlico (EEFo) e metandlico (EMFo) das folhas, assim como foi positivo para
polifendis nos extratos etandlicos (EEFo e EEGa) e metandlico (EMFo e EMGa) de
folhas e galhos. Analises de GC/MS de extratos hidroalcoolicos de C. langsdorfii e C.
multijuga apontam que os compostos fendlicos correspondem de 6 a 10% a
composicdo dos extratos, foi possivel identificar que flavanoides e acidos fendlicos
(OLIVEIRA et al., 2019; FRANCO, 2013; BRANCALION, 2010), reforcando a hipétese

que os extratos deste estudo possam conter estes metabalitos.

Tabela 1. Resultados da prospeccéo fitoquimica de Copaifera reticulata.

Amostras
Metabdlitos Folhas Galhos
EE EH ED EA EM EE EH ED EA EM

Triterpenos/ esteroides + + + + + + + + + +
Geninas Flavbnicas + - - - + - - - - -
Heterosideos Flavonicas + - - - + - - - - ;
Cumarinas - - - - - - - - - -
Saponinas + - - - + - - - - -
Taninos - - - - + - - -
Polifendis + - - - + - - -
Alcaloides - - - - - - - - - -
Antracenicos S
Geninas Antraquinfnicas e i i i i i i i i i
Naftoquinénicas

Legenda: (+) presenca; (-) auséncia; EE — Extrato Etandlico; EH - Extrato Hexanico; ED — Extrato
Diclorometano; EA — Extrato Acetato de Etila; EM — Extrato Metanol.

5.2. Atividade antimicrobiana de Copaifera reticulata
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Todos os extratos foram submetidos a avaliagdo da atividade antimicrobiana
pelo método da microdiluicdo e foram considerados ativos os extratos com Clso< 50
pg/mL. Os resultados sugerem que 0s 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, ndo foram observadas inibicdo
do crescimento microbiano, isso indica que o solvente utilizado para a diluicdo das
amostras nao influenciou nos resultados obtidos no teste de sensibilidade.

O EMGa se mostrou muito promissor (Clso= 2,5 pg/mL) frente a S. typhi e nos
extratos EAGa (Clso= 54,97ug/mL) e EMFo (Clso= 60,39 ug/mL), foi possivel observar
alta atividade antibacteriana. Em geral, o efeito antimicrobiano das plantas medicinais
e seus metabolitos ndo sédo muito pronunciados sob bactérias gram-negativas, porem
o0 extrato etandlico de C. multijuga (64 pg/mL) observou efeito modulatério de citocinas
pro-inflamatérias como IL-6 e IL-8 que sdo importantes no inicio e na progressao de
doencas infecciosas(CORREIA et al., 2008, MARTINEZ, 2022). Logo, além de avaliar
o feito direto na bactéria, € importante submeter estes extratos em modelos animais,
como por exemplo de sepse, verificando as possiveis alteracdes na resposta imune.

Quanto a atividade inibitoria frente a S. aureus (Tabela 2), os extratos EEFo
(Clso= 1,64ug/mL) e EMFo (Clso= 12,18 pug/mL) se mostraram 0s mais ativos. Essa
atividade pode estar relacionada a composicdo terpenica desses extratos, 0S
sesquiterpenos a- bisabolol, oxido de cariofileno T-muurolol, a-cadinol, d-cadinol e
trans-a-santalol isolados de C. reticulata apresentaram atividade frente a S. aureus
em relacdo ao extrato de C. reticulata (SANTOS et al., 2020). Quando comparado
com os dados descritos em literatura para atividade de extrato de copaiba frente a
cepas estafilocécicas, a atividade inibitoria de extrato aquoso de C. langsdorfii
demonstra ser ativo e de maneira concentragcdo dependente, semelhante aos
encontrado nesse estudo (BRAGA e SILVA, 2007).

Quando analisado os resultados (Tabela 2) frente a P. mirabilis, os extratos
EMGa (Clso= 15,27 ug/mL), EAGa (Clso= 29,70 ug/mL) e EDFo (Clso= 66,13 pg/mL),
mostraram-se ativos. Apenas o EMG teve atividade inibitéria frente a P. aeruginosa.
Outros estudos com extratos de Copaifera demonstram atividade frente a
enterobactérias e baterias gram-negativas, no entanto ainda néo € possivel relacionar
qual substancia presente nos extratos € responsavel por esse efeito antibacteriano
(LEMOS, 2016).
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Neste estudo, o extrato EMFo se mostrou muito promissor frente a C. albicans
(Clso = 1,84 pg/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 ndo demonstrou inibicdo do crescimento
e adesdao de biofilme de C. albicans (DEUS et al., 2011; TOBOUTI et al., 2014).

Terpenos isolados da oleorresina de C. reticulata (acido ent-agatico; acido
(13E)-ent-labd-8(17)-en-15,18-dibico; acido ent-poliéltico; acido ent-caurendico; acido
colavenico e &cido (13E)-ent-labda-7,13-dien-15-06ico) foram avaliados quanto ao
potencial antimicrobiano, sendo os mais promissores o acido (13E)-ent-labda-7,13-
dien-15-6ico com melhor atividade frente a Enterococcus faecium (Clso = 1,6 pg/mL)
e Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA; Clso= 2,5 pg/mL). O &cido
ent-polidltico o terpeno mais promissor frente a dermatofitos (Cls0=6,8 pg/mL), T.
rubrum (Clso= 4,3 pg/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 metabdlitos que podem influenciar diretamente na atividade, somado a isso,
tem o fato de metabolitos secundarios analisados serem diferentes entre si (GOBBO-
NETO e LOPES, 2007).

Os extratos de C. reticulata foram testados quanto seu potencial antimicrobiano
e 0s EMGa, EMFo e EEFo mostraram mais promissores, sendo também os extratos
com maior complexidade quimica, provavelmente, possuem em sua COMpPOSIcao
triterpenos, geninas flavonicas, heterosideos flavbnicos, polifendis e saponinas.
Resultado semelhante foi encontrado em prospeccéo fitoquimica realizada em extrato
de folhas de C. langsdorfii onde foram encontrados metabdlitos secundarios das
classes triterpenos e esteroides, flavonoides, saponinas e taninos (GONCALVES;
MIRANDA e ARAUJO, 2016).

As diferencas entre as atividades inibitérias dos extratos podem se justificar
pela complexidade da composi¢cao terpenica nos mesmos, 0S sesquiterpenos sao
relacionados a atividade antimicrobianas de extratos e oleorresina de Copaifera e
outros géneros, 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 B-cariofileno, a-humuleno, a-

copaeno, 6- cadineno, oxido de cariofileno, B- elemeno nao apresentaram atividade
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antibacteriana frente a essa cepa, sendo entao considerados néo ativos (RIBEIRO,

2017).

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

Clso (ug/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 Etandlico de Folhas; EHFo: Extrato Hexanico de Folhas; EDFo: Extrato Diclorometano de
Folhas; EAFo: Extrato Acetato de Etila de Folhas; EMFo: Extrato Metanolico de Folhas; EEGa: Extrato Etandlico
de Galhos; EHGa: Extrato Hexanico de Galhos; EDGa: Extrato Diclorometano de Galhos; EAGa: Extrato Acetato
de Etila de Galhos; EMGa: Extrato Metanolico de Galhos; D.P: Desvio Padrao.

5.3. Estudos in silico para predicao dos aspectos fisico-quimicos,
farmacocinéticos, atividades bioldgicas e toxicidades

De acordo com a prospeccao fitoquimica, a classe mais amplamente distribuida
nos extratos foram os terpenos e, por isso, esta foi selecionada para os estudos in
silico. Entéo, foi realizada uma pesquisa na base de dados Pubchem e todos os
terpenos isolado da espécie disponiveis foram incluidos no estudo, totalizando 12

moléculas (Figura 6).
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Figura 6. Moléculas de Copaifera reticulata
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(7) (8)

{(11) (12)

Legenda: (1) (+)-delta-cadineno; (2) (+)- Acido hardwiickico; (3) Acido 3-acetoxi-copalico; (4) Acigjo 3-
hidroxi-copalico; (5) a-copaeno; (6) a-humuleno; (7) B-cariofileno; (8) Acido copalico; (9) Acido
caurendico; (10) Acido covalenico; (11) Ester colavico-15-metil; (12) trans-a-Bergamoteno.

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

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

no parametro solubilidade (LogP). Baseado nestes resultados pode-se sugerir que sao

bons candidatos a farmacos, pois caracteristicas fisico-quimicas interferem em

aspectos farmacocinéticos e farmacodinamicos, e a regra de Lipinski ou regra dos 5
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(RO5) estabelece parametros aceitaveis para 4 aspectos fisico-quimicos importante
para a biodisponibilidade de farmacos via oral (LIPINSKI et al., 1997).

Além da RO5, as substancias foram submetidas a analises utilizando a regra
BrO5 (beyond rule of five), onde todas as substancias possuiam a area de superficie
polarizada topologica dentro do preconizado, apenas 3 e 11 violaram o namero de
ligacdes rotacionaveis (Tabela 3.). Sabe-se que para uma molécula interagir com seu
alvo tera que adotar uma conformacao fixa e para passar pela membrana, sendo que
um numero elevado rotacional pode interferir nestes processos.

Em suma, os resultados preditos para os parametros fisico-quimicos sugerem
uma elevada probabilidade de boa absorcdo no trato gastrointestinal e permeacao
através das membranas bioldgicas (SANTOS; GONSALVES e ARAUJO, 2018). Deste
modo, deve-se dar uma maior atencdo as moléculas que se seguiram todos 0s
critérios estabelecidos pelas duas regras (ROSA; ESTEVES; BULLA e SILVA, 2022).

Tabela 3. Aspectos fisico-quimicos de moléculas

RO5 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 particao 6leo-agua): < 5; MM (massa molar): < 500 Da; nALH (grupos
aceptores de ligacédo de hidrogénio): < 10 ; nDLH (nGmero de grupos de doadores de hidrogénio): < 5;
TPSA (area de superficie polarizada topoldgica): < 140A; nROTB (nimero de ligagdes rotacionaveis):
< 10; Volume: 200 a 1000. (1) (+)-delta-cadineno; (2) (+)- Acido hardwiickico; (3) Acido 3-acetoxi-
copadlico; (4) Acido 3-hidroxi-copalico; (5) a-copaeno; (6) a-humuleno; (7) B-cariofileno; (8) Acido
copalico; (9) Acido caurendico; (10) Acido covalenico; (11) Ester colavico-15-metil; (12) trans-a-
Bergamoteno.

Todas as moléculas, apresentaram de moderada a alta permeabilidade quando
analisadas no modelo de MDCK (Tabela 4), sugerindo que estas substancias podem
ter uma boa permeabilidade celular (IRVINE et al., 1999, YAZDANIAN et al., 1998;
DEZANI, 2017). Estudos mostram a relacdo da massa molecular com a baixa
absorcdo em células MDCK e a capacidade de formar ligagfes externas de hidrogénio
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dificultando sua absorcéo 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 hidrogénio apresentaram alta absor¢céo 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, 4cidos diterpénicos demonstraram media permeabilidade
(MAURO et al., 2019). Quando analisado isoladamente, o acido ent-poliatico
apresentou media permeabilidade em experimento com células Caco -2 sem agitacao,
nédo ocorrendo transporte reverso (ARAUJO, 2020), entretanto, este tipo de andlise
ndo é possivel realizar no programa utilizado.

Quando se avaliou a HIA, os resultados sugerem que a absorcao 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 ligacdo a proteinas
plasmaticas (Tabela 4), sendo que esta elevada ligacdo pode interferir na distribuicéo
dos farmacos pelo organismo. Além disso, a ligacdo com a albumina, proteinas
plasmaticas, pode estar relacionada a interacdo medicamentosa farmacocinética
(FIORI, 2016; VASCONCELOS, 2019), isto é, quando administra-se simultaneamente
dois farmacos que se ligam a esta proteina podem competir pelo sitio de ligacao,
sendo alterado a relacao fracédo livre- fracdo ligada e a distribuicdo deste farmaco.

Em relacdo a BHE, as substancias 2, 3 e 11, provavelmente, atravessam
moderadamente a fracamente (Tabela 4), sendo seus efeitos principalmente
periféricos. Varios fatores podem influenciar para a distribuicéo para o SNC, tais como
forte ligacdo a proteinas plasméticas (VASCONCELOS, 2019), massa, massa
molecular e lipofilicidade e no presente estudo parece que a ligacdo a proteina
plasmatica pode ter influenciado negativamente nesta distribuicao.

Na predicdo de metabolismo mostrou que todas as moléculas sao
metabolizadas pela CYP3A4 (Tabela 4), que também é a responsavel pela
metabolizacdo de cerca de 50% dos farmacos utilizados na prética clinica (BRAZ et
al., 2018). Entretanto, estas substancias inibem, principalmente, as isoformas
CYP2C19 e CYP2C9 (Tabela 4), que também podem metabolizar farmacos. Caso
seja associada a substancia seja associada a um farmaco metabolizado por estas
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isoformas podem reduzir o seu metabolismo, sendo uma das principais formas de
interacbes medicamentos (ROSA; ESTEVES; BULLA; SILVA, 2022).

Tabela 4. Aspectos farmacocinéticos e farmacodinamicos das moléculas

Mol Absorcéo Distribuig&o Metabolismo
MDCK (nm/sec) Caco-2 HIA (%) PP (%) BHE Fase 1 Inibicédo
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 coélon
humano; HIA - Human intestinal absorption; PP — proteina plasmatica; BHE - barreira

hematoencefalica; CYP — citocromo P450. Parametros: 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 absorcéo (BA), 20-70% moderada absor¢cdo (MA), > 7-%
alta absorcdo (AA); ligacdo a PP: > 90% ligado fortemente a albumina (FORTE); < 90% ligacdo de
moderada a fraca a 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 ndo atravessa
(FRACO) (Ajay, et al., 1999). (1) (+)-delta-cadineno; (2) (+)- Acido hardwiickico; (3) Acido 3-acetoxi-
copadlico; (4) Acido 3-hidroxi-copalico; (5) a-copaeno; (6) a-humuleno; (7) B-cariofileno; (8) Acido
copalico; (9) Acido caurendico; (10) Acido covalenico; (11) Ester colavico-15-metil; (12) trans-a-
Bergamoteno.

Todos compostos analisados tiveram resultados sugestivos de toxicidade em
algum modelo de predicdo (Tabela 5), entretanto é recomendavel que o efeito toxico
avaliado para mais de uma espécie representativa da biota aquatica, pertencentes a
diferentes niveis troficos da cadeia alimentar, pois dessa forma conseguimos analisar
efeitos da toxicidade aguda e crOnica, além da acumulacdo e efeitos toxicos
(FERREIRA; BRANDAO e DOLABELA, 2020). Entrementes, espera-se que 0S
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compostos sejam tOxicos aos primeiros niveis, mas ndo aos demais, pela
complexidade desses organismos.

A predicdo apontou que todos os terpenos analisados foram téxicos para algas
e Daphnia (Tabela 5). Estas toxicidades podem se relacionar as propriedades fisico-
quimicas, principalmente com o logP e o TPSA, moléculas muito lipofilicas e valores
baixos para TPSA tem 2.5 vezes mais chances de serem consideradas toxicas.
Existem pardmetros que estabelecem que, idealmente, uma molécula para apresentar
menor toxicidade possua TPSA menor que 75 A e logP maior que 3, de modo que a
presenca de apenas um desses fatores indica aumento moderado da toxicidade
(HUGHES et al., 2008).

Em relacdo a toxicidade em peixes, as substancias parecem ser muito toxicas
e somente as moléculas 8 e 9 devem ser prejudiciais a Minnow. Os efeitos muito
toxicos preditos aos peixes podem estar ocorrendo por uma dupla exposi¢cao a esses
compostos, a primeira pelo contato direto com eles pela respiracdo branquial, no
momento em que a agua passa pelas branquias ela deposita os componentes da
mesma, iniciando uma resposta a esses xenobidticos, e, um segundo momento,
guando esses peixes se alimentam de algas ou crustdceos causando injurias nos
orgaos e tecidos internos destes animais (CHAGAS et al., 2022).

A avaliacdo de citotoxicidade indicou que as moléculas 1, 5, 7, 9, e 10 ndo
devem apresentar potencial citotoxico (Tabela 5), sendo um aspecto muito positivo
quando se deseja um novo farmaco. Entretanto, é importante avaliar a genotoxicidade
e mutagenicidade.

Somente as moléculas 3 e 5 apresentaram potencial de mutagénico pelo teste
de ames, ambas com capacidade de mutar uma cepa de S. typhi. Terpenos possuem
a capacidade sequestrar radicais livres promovendo uma acao antioxidante nesse
sentindo, era esperado que 0s mesmos ndo promovessem acao mutagénica, e, ao
contrario, proporcionassem a protecdo génica. Nesse sentindo, os resultados
observados no teste de ames estdo ressoantes com a literatura, exceto as 3 e 5
(MOYANO et al., 2012; DESTRYANA et al., 2014; ARAUJO et al., 2020).

Quanto a carcinogenicidade, todas as moléculas foram carcinogénicas para
camundongos e somente as moléculas 5, 7 e 9 ndo foram carcinogénicas para ratos,
apenas as moléculas 1, 5 e 12 apresentaram a carcinogenicidade como um ponto final
toxicolégico. Foram usados dois servidores para essa analise e obtidos resultados

dissonantes no servidor preADMET somente as moléculas 5, 7 e 9 foram preditas ndo
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carcinogénicas enquanto que no servidor ProTOX as moléculas 1, 5 e 12 séo
consideradas ndo carcinogénicas (Tabela 5). Baseado nestes resultados pode-se
sugerir que a substancia mais promissora é a 5, pois esta, teoricamente, ndo tem

capacidade induzir alteragbes que resultam em cancer.

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

PROTOX PROTOX
Mol  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 tdxico, > 1mg/L nédo téxico (NT; Costa, et al., 2008); Teste Daphnia: <
0,22 pg/mL téxico, > 0,22 ug/mL néo toxico (NT; Guilhermino, et al., 2000); Teste em peixes Medeka e
Minnow: < 1mg/L muito téxico (MT), 1-10 mg/L téxico, 10-100 mg/L prejudicial (PREJ) e > 100mg/L néo
téxico (NT; Zuncker, 1985). NC: N&o citotoxico, C: citotoxico; NM: ndo mutagénico, M: mutagénico; M
(0/1/2/3): numero de cepas de Salmonella que foram positivas; (+) carcinogénico, (-) ndo carcinogénico.
(1) (+)-delta-cadineno; (2) (+)- Acido hardwiickico; (3) Acido 3-acetoxi-copalico; (4) Acido 3-hidroxi-
copalico; (5) a-copaeno; (6) a-humuleno; (7) B-cariofileno; (8) Acido copélico; (9) Acido caurendico; (10)
Acido covalenico; (11) Ester colavico-15-metil; (12) trans-a-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 predicdo das
atividades antibacterianas demonstrou que os terpenos de C. reticulata sao
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 acao sobre baterias
gram-positivas. Resultados similares foram encontrados para o 6leo essencial de O.
gratissimum L. composto majoritariamente por terpenos, sendo o B-cariofileno e o a-
humuleno o0s constituintes com maior percentual, demonstrou atividades
antimicrobianas frente as S. aureus, P. aeruginosa, E. coli e K. pneumoniae linhagens

padrao e multirresistente (CALDAS, 2011). O mecanismo pelo qual os terpenos
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desempenham sua atividade antibacteriana parece estar relacionado a alteracdes 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 - + + + + - - + o+ o+ + +

Micrococcus luteus - + + + - - + + - + + -

Staphylococcus simulans - + - - + + - - - + + +

Resistente

Staphylococcus - + + - - - - - + + + +

lugdunensis

Staphylococcus sciuri - - - - + - - - - - + +

Staphylococcus simulans - - - - + - - - - + + +

Streptococcus mutans - - - - - - + + - - - +
Microrganismos gram-negativos

Prevotella - - + - - - + + + - _ .

melaninogenica

Prevotella oralis - + + + - + + - - + + -

Porphyromonas - - - + - - + + - - - +

gingivalis

Prevotella intermedia - - + + - - + + o+ - - +

Mycobacterium
Mycobacterium marinum - - + - - - + + + _ . .

Legenda: (1) (+)-delta-cadineno; (2) (+)- Acido hardwiickico; (3) Acido 3-acetoxi-copalico; (4) Acido 3-
hidroxi-copalico; (5) a-copaeno; (6) a-humuleno; (7) B-cariofileno; (8) Acido copalico; (9) Acido
caurenoico; (10) Acido covalenico; (11) Ester colavico-15-metil; (12) trans-a-Bergamoteno. (+):
presenca de atividade bactericida ou bacteriostatica (-): auséncia de atividade bactericida ou
bacteriostatica

5.4. Docagem molecular de terpenos de C. reticulata

Outro objetivo deste estudo foi verificar se os terpenos podem atuar como
adjuvantes farmacéuticos atuando na bomba responsavel pela extrusdo ativa do
farmaco do interior da bactéria. Neste contexto, foi realizado uma analise cross-
docking tendo como alvo o transportador MsbA um gene resistente, expresso agui em
Escherichia coli, que pertence a familia-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 dominios de ligacdo de nucleotideos 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

gue 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 a proteina também apresentou energia positiva quando submetido ao re-docking
e seu RMSD foi de 0.7 A. A afinidade do Dockthor é dada pela pose de encaixe a partir
da energia total baseada no campo de forca MMFF94S, e como visto, para todos os
ligantes foi positiva, isso indica que as moléculas estdo pouco estaveis no sitio de
ligacdo (WANG et al., 2016).

Tabela 7. Afinidade de ligacdo entre as moléculas e MsbA

Composto Afinidade E. total vwV RMSD A
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: for¢as de Van der Wals; RMSD: do inglés (root mean square deviation); NDA: ndo se
aplica; (1) (+)-delta-cadineno; (2) (+)- Acido hardwiickico; (3) Acido 3-acetoxi-copalico; (4) Acido 3-
hidroxi-copalico; (5) a-copaeno; (6) a-humuleno; (7) B-cariofileno; (8) Acido copalico; (9) Acido
caurenoico; (10) Acido covalenico; (11) Ester colavico-15-metil; (12) trans-a-Bergamoteno.

Observando os tipos de ligacdo que sao feitas entre os ligantes com a
macromolécula, os ligantes fazem principalmente interacées do tipo Alquil, que sdo
interacBes hidrofébicas, em distancias que variam entre 3.24-5.49 A. Por mais que a
ancoragem tenha demonstrado que o complexo molécula-MsbA pareca pouco
estavel, outras interacdes observadas, também hidrofébicas, entretanto em menor
distancia, como pontes convencionais de hidrogénio, 1-Alquil e -0 (Quadro 2). Estas
diferentes ligacbes parecem colaborar para a estabilidade e ligacdo das moléculas,
incluindo do inibidor, com o sitio ativo da macromolécula assim gerando uma resposta
efetiva (ZHANG et al., 2022).

Quadro 2. Interacbes entre os ligantes e os residuos de aminoacidos

Moléculas Aminoacidos Tipo de ligacdo Distancia
1 MET A 292 | Alquil 4.28
MET A 292 | Alquil 4.89
MET A 292 | Alquil 5.28
ALA A 256 | Alquil 3.65
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ALA A: 256 | Alquil 4.69
ALA A: 256 | Alquil 4.69
ILE A: 179 | Alquil 4.69
ILE A: 179 | Alquil 5.46
LEU A: 295 | Alquil 4.99
LEU A: 295 | Alquil 451
VAL A: 175 | Alquil 5.05
ILE A: 169 | Pi-Alquil 4.58
ILE A: 179 | Alquil 5.39
PHE A: 154 | Alquil 4.99
ALA A: 172 | Alquil 3.92
ALA A: 172 | Alquil 4.74
LEU A: 295 | Pi-Sigma 3.82
SER A: 176 | Pi-H 2.93
ARG A: 180 | -H 1.67
SER A: 176 | -H 3.70
ALA A: 172 | Alquil 4.86
PRO A: 173 | Pi-Alquil 3.90
ILE A: 150 | Pi-Alquil 451
LEU A: 295 | Pi-Alquil 4.58
LEU A: 295 | Pi-Alquil 5.09
PHE A: 154 | Pi-Alquil 5.13
PHE A: 154 | Pi-Alquil 5.25
ALA A 172 | Alquil 4.14
ALA A 256 | Alquil 4.27
ALA A 256 | Alquil 5.41
MET A: 292 | Alquil 4.44
MET A: 292 | Alquil 5.31
LYS A: 296 | Alquil 4.73
ILE A: 179 | Alquil 3.88
VAL A: 175 | Alquil 4.75
LEU A: 168 | Alquil 3.73
LEU A: 295 | Alquil 4.47
LEU A 295 | Alquil 5.26
ALA A 172 | Alquil 3.68
ALA A 172 | Alquil 5.04
ALA A: 256 | Alquil 3.97
ALA A: 259 | Alquil 5.17
VAL A: 175 | Alquil 4.96
VAL A: 175 | Alquil 4.70
LEU A 168 | Alquil 5.24
LEU A 168 | Alquil 4.05
LEU A 168 | Alquil 4.17
LEU A: 260 | Alquil 4.59
LEU A 295 | Alquil 4.48
LEU A: 295 | Alquil 4.04
ILE A: 179 | Alquil 5.01
PHE A: 154 | Alquil 5.28
LEU A: 168 | Alquil 4.43
LEU A: 168 | Alquil 4.60
LEU A: 260 | Alquil 4.12
LEU A: 295 | Alquil 4.29
LEU A: 295 | Alquil 4.80
LEU A: 295 | Alquil 4.86
ALA A: 172 | Alquil 3.24
ALA A: 172 | Alquil 5.42
ALA A: 256 | Alquil 4.30
ALA A: 256 | Alquil 4.38
ALA A: 256 | Alquil 5.44
ALA A: 259 | Alquil 4.08
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MET A 292 | Alquil 4.75
VAL A: 175 | Alquil 5.35
7 ALA A 172 | Alquil 4.04
ALA A: 172 | Alquil 4.73
ALA A: 256 | Alquil 3.29
ALA A: 256 | Alquil 5.26
LEU A: 168 | Alquil 4.46
LEU A: 295 | Alquil 3.96
LEU A: 295 | Alquil 4.54
LEU A 295 | Alquil 5.07
LEU A 295 | Alquil 5.48
ILE A: 179 | Alquil 4.58
MET A: 292 | Alquil 4.61
MET A: 292 | Alquil 5.02
VAL A 175 | Alquil 4.28
8 ARG A 187 | -H 2.75
LYS A 296 | -H 2.03
LYS A 296 | -H 2.46
ASN A 300 | -H 2.55
LYS A: 296 | Alquil 4.15
ALA A 172 | Alquil 3.91
ALA A 256 | Alquil 3.08
ALA A 256 | Alquil 4.11
ALA A 256 | Alquil 4.46
ALA A 259 | Alquil 3.98
ILE A 179 | Alquil 3.48
ILE A 179 | Alquil 4.75
ILE A 252 | Alquil 4.76
LEU A: 168 | Alquil 412
LEU A: 295 | Alquil 4.32
LEU A: 295 | Alquil 4.95
VAL A: 175 | Alquil 4.16
VAL A: 175 | Alquil 4.17
VAL A: 175 | Alquil 4.92
VAL A: 175 | Alquil 4.96
9 SER A: 176 | -H 1.64
SER A: 176 | -H 251
ALA A: 172 | -H 2.82
ALA A: 172 | Alquil 3.56
ILE A: 169 | Alquil 5.19
PRO A: 173 | Alquil 5.49
10 SER A: 176 | -H 1.60
ALA A: 172 | Pi-Alquil 3.78
ALA A 172 | Pi-Alquil 4.86
LEU A: 295 | Pi-Alquil 452
ILE A: 169 | Pi-Alquil 4.42
PHE A: 154 | Alquil 4.52
PHE A: 154 | Alquil 4.72
11 ARG A: 180 | -H 1.78
ARG A: 180 | -H 3.32
SER A: 176 | -H 2.98
ALA A: 172 | Alquil 4.48
ILE A: 169 | Alquil 5.33
LEU A 295 | Alquil 4.15
PRO A 173 | Alquil 4.14
PRO A 173 | Alquil 4.78
12 ALA A 172 | Alquil 4.68
ALA A 256 | Alquil 3.48
ALA A 259 | Alquil 5.33
VAL A 175 | Alquil 4.22
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VAL A: 175 | Alquil 4.80
MET A: 292 | Alquil 4.68
MET A: 292 | Alquil 5.29
LEU A: 168 | Alquil 4.35
LEU A: 168 | Alquil 4.50
LEU A: 168 | Alquil 4.62
LEU A: 291 | Alquil 4.72
LEU A: 295 | Alquil 4.85
LEU A: 295 | Alquil 5.02
LEU A: 295 | Alquil 5.10
LEU A: 295 | Alquil 5.30
ILE A: 179 | Alquil 5.26
LYS A: 296 | Alquil 4.84
PHE A: 154 | Alquil 4.83
Inibidor G092 ARG A: 187 | -H 2.31
LYS A: 296 | -H 2.72
MET A: 288 | -H 1.78
ALA A: 172 | Alquil 4.59
ALA A: 256 | Alquil 3.39
ALA A: 259 | Alquil 3.77
VAL A: 175 | Alquil 3.96
VAL A: 175 | Alquil 5.19
MET A: 292 | Alquil 5.02
LEU A: 168 | Alquil 4.30
LEU A: 171 | Alquil 5.38
LEU A: 291 | Alquil 5.11
LEU A: 295 | Alquil 412
LEU A: 295 | Alquil 5.31
ILE A: 179 | Alquil 3.38
ILE A: 168 | Pi-Sigma 3.68
ILE A: 179 | Pi-Sigma 3.88
LEU A 295 | Pi-Sigma 3.62

Legenda: -H: Ponte de hidrogénio; (1) (+)-delta-cadineno; (2) (+)- Acido hardwiickico; (3) Acido 3-
acetoxi-copalico; (4) Acido 3-hidroxi-copalico; (5) a-copaeno; (6) a-humuleno; (7) B-cariofileno; (8) Acido
copalico; (9) Acido caurendico; (10) Acido covalenico; (11) Ester colavico-15-metil; (12) trans-a-
Bergamoteno.

Quando se compara as ligacdes 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 interacdes similares (Figura
8). O inibidor G092 faz ligagbes com os residuos 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 sao similares as
interacdes encontradas em outro estudo??/ interagbes de van der Waals com as
cadeias laterais TM4 nos residuos L171, A175 e V178; TM5 nos residuos A259, L263
e na cadeia TM6 nos residuos M291 e L294. O anel quinolinico B interage com
residuos 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 interacdes das substancias selecionadas ao inibidor
G092, em comum, todas as moléculas fazem ligacdo com o residuo de LEU A: 295.
Vale destacar as moléculas 5, 6 e 12 que além da mesma interagdo, compartilham
com o inibidor interacbes 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 acdo. Quando se
relacionada a afinidade dos compostos e energia total (menores energias), pode-se
sugerir que o melhor substrato para MsbA é a substancia 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 ligacdo com muitos residuos de aminoacidos, além de ter a menor energia de
ligacdo e ser um dos compostos com maior afinidade a proteina entre as moléculas
de estudo, diante disso, supomos que o trans-a-Bergamoteno pode agir em MsbA

como inibidor de modo semelhante ao G092.
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6 CONCLUSAO
Os extratos de C. reticulata apresentaram atividade antimicrobiana mais
pronunciada frente a cepas Gram-positivas, 0s extratos mais promissores foram
EMGa, EEFo e EMFo ativos em pelo menos tres cepas microbianas. A predicao 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 ligagdo de ATP) MsbA indicou que trans-alfa-bergamoteno é o

composto com maior potencial de inibir esse transportador.
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