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Resumo

Os compostos polifenolicos glicosilados sdo largamente distribuidos na Natureza,
sendo compostos biologicamente activos e, ainda, apresentam outras propriedades
interessantes. Em particular, os estilbenos glicosilados, como a polidatina (substrato objecto
de estudo neste presente trabalho), exercem inimeras actividades bioldgicas, sendo utilizados
em preparacOes alimentares, farmacéuticas e cosmeticas.

A modificacdo de um dos grupos funcionais, em especifico, destes compostos
polifendlicos glicosilados por métodos quimicos revela ser uma tarefa complexa, por isso,
neste trabalho, métodos enzimaticos foram empregues. Efectivamente, estes ultimos fornecem
um processo eficaz para obter derivados mono- e diacilados com bons rendimentos.

Além disso, a crescente procura de processos quimicos mais aceitaveis de um ponto de
visto ambiental e econémico tornou a biocatalise uma ferramenta tecnoldgica atractiva.
Assim, a catalise bioldgica ¢ muitas vezes referida como um “pilar” da Quimica Verde.

Adicionalmente, a catalise enzimatica apresenta inimeras vantagens que superam,
muitas vezes, as suas desvantagens. Dai a sua utilizacdo cada vez mais relevante em diversas
areas, nomeadamente na Industria Farmacéutica.

Este trabalho tem como objectivo geral estudar modificagfes estruturais de um
estilbeno glicosilado, através da biocatalise, de modo a melhorar as suas propriedades
bioldgicas e farmacoldgicas.

Verificou-se que as duas lipases testadas, a lipase B de Candida antarctica e a lipase
de Pseudomonas cepacia, aceitam a polidatina como substrato.

Deste modo, a acilacdo enzimatica regiosselectiva da polidatina por estes dois
biocatalisadores, em solventes organicos adequados e utilizando diversos dadores de acilo,
deu origem ndo s6 a derivados monoacilados, principalmente, mas também a derivados
diacilados. Com efeito, os resultados obtidos indicam que tanto a CAL-B como a lipase PS
possuem a capacidade de esterificar, selectivamente, um ou varios grupos hidroxilo da porcao
glicosilada da polidatina, originando mono- e diésteres com razoavel regiosselectividade e
bons rendimentos.

A partir da analise dos espectros de Ressonancia Magnética Nuclear bem como dos
espectros de Infravermelho, foi possivel verificar se os novos derivados sintetizados eram 0s

pretendidos e localizar as posi¢des de acilagdo na polidatina.
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Na verdade, os resultados confirmam que tanto a CAL-B como a lipase PS dirigem
preferencialmente a acilagdo na porcéo glicosidica da polidatina.
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Abstract

The glycosyl polyphenolic compounds are widely distributed in nature, being
biologically active compounds, and also exhibit other interesting properties. In particular,
stilbene glycosides, such as polydatin (substrate under study in this thesis), have numerous
biological activities and are used in food, pharmaceutical and cosmetic preparations.

The modification of a specific functional group, of these polyphenolic glycosides by
chemical methods revealed to be a complex task, so in this study, enzymatic methods were
employed. Indeed, the latter provide an efficient process to obtain mono- and diacylated
derivatives in good yields.

Furthermore, the increasing demand for chemical processes more acceptable from an
environmental and economical point of view makes biocatalysis an attractive technological
tool. Thus, the biological catalysis is often referred to as a "pillar" of Green Chemistry.

Additionally, enzymatic catalysis has many advantages which overcome many times
their disadvantages. Hence it is use increasingly relevant in several areas, particularly in the
pharmaceutical industry.

The overall objective of this work is to study the structural modifications of a
glycosylated stilbene through biocatalysis, in order to improve its biological and
pharmacological properties.

It was found that the two lipases tested, lipase B from Candida antarctica and
Pseudomonas cepacia lipase, accept polydatin as a substrat.

Thus, the enzymatic regioselective acylation of polydatin by these two biocatalysts in
suitable organic solvents and using various acyl donors, gave rise to not only monoacylated
derivatives, mainly, but also diacylated derivatives. Indeed, the results indicate that both
CAL-B and Lipase PS have the ability to esterify selectively one or more hydroxyl groups of
the glycosylated portion of polydatin, yielding mono- and diesters with reasonable
regioselectivity and good yields.

From the analysis of the Nuclear Magnetic Resonance spectra and Infrared spectra, it
was possible to verify whether the new derivatives were synthesized and to locate the acyl in
polydatin derivatives.

In fact, the results confirm that both CAL-B and lipase PS directed the acylation to the
glycosidic portion of polydatin.
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|.Introducéo Geral

1. Compostos polifendlicos

Os compostos polifendlicos caracterizam-se por possuirem um ou mais anéis
aromaticos com um ou mais grupos hidroxilo (Dai e Mumper, 2010) e derivam de um
intermediario comum, a fenilalanina, ou do seu precursor, 0 &cido chiquimico (Yang et al.,
2001). S&o amplamente distribuidos no reino vegetal e sdo 0s metabolitos secundarios mais
abundantes nas plantas, com mais de oito mil estruturas fendlicas actualmente conhecidas,
que véo desde moléculas simples até substancias muito polimerizadas (Dai e Mumper, 2010).
Visto que os polifendis sdo omnipresentes em todos os 6rgdos das plantas, constituem uma
parte integrante da alimentacdo humana (Yang et al., 2001; Dai e Mumper, 2010). Portanto,
os compostos fendlicos sdo constituintes gerais de alimentos de origem vegetal (frutas,
legumes, cereais, azeite, etc.) e de bebidas (chd, café, cerveja, vinho, etc.), sendo parcialmente
responsaveis pelas propriedades organolépticas globais dos alimentos vegetais (Dai e
Mumper, 2010).

Uma vez formados, os compostos polifendlicos das plantas estdo sujeitos a oxidagdo
por tirosinases, presentes nas células das plantas (Regev-Shoshani et al., 2003), enzimas essas
que neutralizam as actividades bioldgicas dos primeiros (Espin e Wichers, 2000; Fan e
Mattheis, 2001; Gilly et al., 2001). Contudo, estes compostos protegem as plantas contra a
radiacdo ultravioleta (stress fotossintético) (Yang et al., 2001; Dai e Mumper, 2010), as
espécies reactivas de oxigénio (ROS), as agressGes por agentes patogénicos, bem como
contribuem para dar cor as plantas (Dai e Mumper, 2010). De facto, os polifendis das plantas

sdo importantes sistemas de defesa e antioxidantes das mesmas (Regev-Shoshani et al., 2003).

Os compostos fendlicos podem ser agrupados em inimeras classes que se diferenciam,
primeiramente, pela complexidade do esqueleto de base (comecando com um simples C6 até
formas muito polimerizadas); seguidamente, pelo grau de alteracBes desse esqueleto (grau de
glicosilacdo, hidroxilacdo, metilacdo e oxidacédo), e, por fim, pelas ligacbes possiveis dessas
moléculas de base com outras moléculas (glucidos, lipidos, proteinas ou outros metabolitos
secundarios que podem ser ou nao compostos fenolicos) (Macheix et al., 2005).

Deste modo, os compostos fendlicos incluem os flavondides (figura 1 a), os estilbenos

(figura 1 b), os acidos fenolicos, os taninos, as lignanas, entre outros (Regev-Shoshani et al.,



2003; Dai e Mumper, 2010). Os flavonoides sdo os polifendis mais abundantes na nossa
alimentacdo (Dai e Mumper, 2010). Os primeiros séo divididos em seis subgrupos: flavonas,
flavonois, flavandis, flavanonas, isoflavonas e antocianinas, de acordo com o estado de
oxidacdo do anel central C (Dai e Mumper, 2010). Além disso, os estilbenos hidroxilados séo
um dos grupos de compostos polifendlicos mais interessantes e terapeuticamente importantes
(Kerem et al., 2006 a).

Figura 1 - a) Estrutura basica dos flavonoides, com a identificagdo dos respectivos anéis A, Be C e
carbonos. b) Estrutura basica dos estilbenos, com a numeracéo dos respectivos carbonos.

Através da alimentacdo, os compostos polifendlicos exercem efeitos benéficos sobre a
salude humana (Regev-Shoshani et al., 2003). Porém, a ingestdo de quantidades excessivas de
polifendis pode ser tdxica, mesmo que sejam provenientes de fontes alimentares (Yang et al.,
2001). Assim, o facto da maioria destes compostos, provenientes da alimentacdo, ser
absorvida e digerida de uma forma limitada pode ser considerado um mecanismo de protecgédo
(Yang et al., 2001).

E de referir que a ampla gama de efeitos bioldgicos, fisioldgicos e farmacoldgicos (Cai
et al., 2006) exibidos pelos compostos polifendlicos é o resultado das suas poderosas
propriedades antioxidantes in vitro (Sies, 2010) que, por sua vez, estdo relacionadas com as
estruturas desses compostos (Cai et al., 2006). Com efeito, geralmente, a actividade
antioxidante depende do namero e das posi¢fes dos grupos hidroxilo e de outros substituintes,
bem como da glicosilacdo das moléculas dos polifendis (Cai et al., 2006). Por exemplo, a
presenca de certos grupos hidroxilo no nacleo do flavondide aumenta a sua actividade
antioxidante, assim como os padrfes de substituicdo nos aneis A e B, a dupla ligagéo 2,3
(insaturacdo) e o grupo 4-oxo no anel C também afectam a actividade antioxidante dos
flavonoides (Cai et al., 2006).



H& uma evidéncia crescente de que os compostos polifendlicos podem causar outros
efeitos benéficos, independentes das suas capacidades antioxidantes, por influenciar
directamente as actividades de enzimas chave (Kerem et al., 2006 b). Do mesmo modo, esses
efeitos benéficos também podem estar relacionados com as propriedades lipofilicas dos
polifendis e, consequentemente, com as suas capacidades para penetrar na célula (Haraguchi,
2001).

Naturalmente, existe um grande interesse na elucidacdo dos beneficios para a salde
associados ao consumo de frutas e legumes ricos em fitoquimicos (Roupe et al., 2006).
Efectivamente, os compostos polifendlicos sdo o0s principais compostos bioactivos
encontrados nas frutas e nos legumes que exibem actividades antioxidantes, anti-alergénicas,
antiaterogénicas, anti-inflamatorias, antimicrobianas, antitrombéticas (Bravo, 1998;
Middleton et al., 2000; Puupponen-Pimia et al., 2001; Ajila et al., 2007), antitumorais ou
anti-carcinogénicas/antimutagénicas, antibacterianas, antivirais (Ajila e Prasada Rao, 2008),
entre muitas outras.

Mais precisamente, demonstrou-se que uma alimentacdo rica em frutas e legumes,
repleta de polifendis, inibe a peroxidacdo lipidica (Esterbauer e Ramos, 1996; Halliwell e
Gutteridge, 1999; Marnett, 2000), reduz substancialmente o risco de desenvolver cancro e a
mortalidade relacionada com o cancro (De Stefani et al., 2004; Donaldson, 2004; Genkinger
et al., 2004; Nkondjock et al., 2005) e retarda os efeitos do envelhecimento (como a
aterosclerose) (Willet, 2001).

E de referir que varios estudos epidemioldgicos mostraram uma relagao inversa entre o
consumo de frutas e legumes e a incidéncia de doengas cardiovasculares e neurodegenerativas
(Lanzilli et al., 2012).

Os efeitos preventivos desses metabolitos secundarios em termos de doencas
cardiovasculares, neurodegenerativas e oncoldgicas, amplamente reportados, foram deduzidos
a partir de dados epidemiol6gicos, bem como de dados experimentais in vitro e in vivo (Arts e
Hollman, 2005; Cole et al., 2005; Hertog et al., 1994; Rasmussen et al., 2005).

Relatou-se, igualmente, que as frac¢bes polifendlicas de plantas podem causar efeitos
semelhantes a insulina na utilizacdo de glucose (Broadhurst et al., 2000; Shim et al., 2003;
Babu et al., 2004; Li et al., 2005; Suzuki et al., 2005) e que, como os polifendis sdo muitas
vezes fortes quelantes do ferro, é possivel que impecam as reacc¢des do tipo Fenton e, assim, a
formacédo de radicais hidroxilo agressivos (Kurz et al., 2008).

Nas plantas, os polifendis encontram-se predominantemente na forma glicosilada, mas

também na forma de metoxidos ou ligados a cadeias de acidos gordos (Regev-Shoshani et al.,
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2003). De facto, a maioria dos compostos polifendlicos sdo, geralmente, glicosilados pela
glucose, ramnose, galactose e arabinose (Yang et al., 2001).

E comum que os flavondis que ocorrem naturalmente (por exemplo, a quercetina),
possuem, pelo menos, um dos grupos hidroxilo, da aglicona polifendlica, glicosilado por
mono- ou oligossacaridos (Alluis e Dangles, 2001). Outro exemplo, é o resveratrol, um
estilbeno hidroxilado que ocorre naturalmente, também pode ser encontrado na forma
glicosilada (Goldberg et al., 1996) ou de metoxido (Langcake et al., 1979), na natureza. Estes
derivados glicosilados diferem das agliconas padrGes ndo s6 nas suas actividades
antioxidantes e bioldgicas, mas também nas suas biodisponibilidades e solubilidades na agua
(Goldberg et al., 1996; Kuhnle et al., 2000; Spencer et al., 2001; Stivala et al., 2001;
Stojanovic e Brede, 2002).

Com efeito, a glicosilacdo de polifendis na natureza ajuda a proteger essas moléculas
vitais da oxidacdo enzimatica, estendendo as suas semi-vidas na célula, mantendo as suas
capacidades antioxidantes benéficas e as suas propriedades bioldgicas bem como serve para
aumentar as suas solubilidades (Vickery, M. L. e Vickery, B., 1981) e, eventualmente, as suas
biodisponibilidades através dos transportadores de glucose localizados nas membranas das
células (Gee et al., 1998; Lim e Bowles, 2008).

A substituicdo de um ou vérios grupos hidroxilo por uma glucose resulta numa
afinidade muito menor das enzimas degradativas para o composto glicosilado (Regev-
Shoshani et al., 2003) e diminui as actividades do ultimo quando comparado com a aglicona
correspondente (Cai et al., 2006). Por exemplo, a metilagdo ou a glicosilacdo na posi¢cdo C-3
tem uma grande influéncia na afinidade da enzima para o seu substrato (Regev-Shoshani et
al., 2003).

E comum os flavonoides naturais (por exemplo, a quercetina) possuirem, pelo menos,
um dos seus grupos hidroxilo glicosilado por mono- ou oligossacaridos (Alluis e Dangles,
2001).

E curioso que a maioria dos polifendis glicosilados (por exemplo, a polidatina, a
genisteina e a daidzeina) sdo glicosilados nas posicdes menos importantes em termos da
capacidade antioxidante (Goldberg et al., 1996; Arora et al., 1998; Stojanovic e Brede, 2002).
Por exemplo, o bloqueio do grupo hidroxilo na posi¢do 7 da genisteina ou da daidzeina ndo
afecta as suas capacidades antioxidantes, sugerindo que a presenca de um grupo hidroxilo na
posicdo C-7 tem um efeito insignificante nas actividades antioxidantes destes compostos

(Regev-Shoshani et al., 2003). Por outro lado, a substitui¢do do grupo hidroxilo na posigéo C-



4’ no anel B do flavonoide demonstrou ter um efeito dramatico na sua capacidade de inibir a

peroxidacdo lipidica (Arora et al., 1998).

Os polifenois séo estruturas hidrofobicas exibindo uma ma absorcdo por via oral, o
que resulta numa concentracdao plasmatica muito baixa (Biasutto et al., 2009). A modificacédo
das propriedades fisico-quimicas, tais como a solubilidade e o coeficiente de particéo, pela
glicosilagdo parece exercer uma influéncia positiva na entrada dos polifenois no interior dos
enterdcitos (Ratnam et al., 2006).

Os compostos polifendlicos e os seus glicosideos sdo submetidos ao metabolismo
enzimatico e microbiano no tracto gastrointestinal e no figado antes de atingir a circulacéo
sistémica (Spencer et al., 2001; Silberberg et al., 2006). De facto, os compostos glicosilados
precisam de ser convertidos nas respectivas agliconas (na parede intestinal) antes de serem
absorvidos para a circulacdo sanguinea (Torres et al., 2011). Constata-se que, dependendo do
padrdo de glicosilacdo, a presenca de uma mistura de compostos glicosilados pode levar a
uma maior permanéncia dos polifendis e dos seus metabolitos nos niveis circulatérios, bem
como a uma maior permanéncia necessaria para a hidrolise completa dos diferentes
compostos glicosilados no tracto intestinal (Torres et al., 2011). Apds a absorc¢éo, as agliconas
dos polifendis sdo conjugadas com sulfato ou glucuronato nos enterdcitos do intestino e no
figado (Hollman, 2004; Lucas et al., 2009).

Os compostos polifendlicos tornaram-se muito atraentes para alguns investigadores e
fabricantes de alimentos, devido as suas importantes propriedades antioxidantes, a sua
abundancia na alimentacdo e aos seus efeitos na prevencdo de varias doencas associadas,
entre outras, ao stress oxidativo (Manach et al., 2004). Além disso, os polifendis modulam a
actividade de uma ampla variedade de receptores e, para além das suas propriedades
antioxidantes, exercem diversas outras ac¢Oes bioldgicas especificas na prevencdo e no

tratamento de doengas (Dai e Mumper, 2010).



1.1. Estilbenos

Ao longo do tempo, as plantas tém elaborado uma vasta gama de produtos naturais
que evoluiram, conferindo vantagens selectivas contra as ameacgas ambientais (Chong et al.,
2009). Especificamente, os fenilpropandides sdo uma grande familia de metabolitos
secundarios envolvidos na proteccdo de plantas contra os varios stresses ambientais, bidticos
e abioticos (Dixon e Paiva, 1995).

Muitos fenilpropanoides sdo compostos antimicrobianos e a sua sintese é estimulada
em resposta a varios tipos de stress, tais como a luz ultravioleta (UV) e as infeccBes fungicas
(nas folhas e nas cascas dos frutos) (Hart, 1981; Jeandet et al., 1991), classificando-se como
fitoalexinas (Chong et al., 2009). Além disso, os fenilpropandides sinalizam as respostas de
defesa, protegem a planta contra os danos da luz UV e aumentam a biodisponibilidade de

nutrientes (Dixon e Paiva, 1995).

Os estilbenos sédo pequenos compostos, com um peso molecular entre 210 e 270
g/mol, que ocorrem naturalmente e caracterizam-se por um esqueleto 1,2-di-fenil-etileno
(Roupe et al., 2006; Chong et al., 2009). Estes compostos sdo muitas vezes referidos como
fitoalexinas (Morales et al., 2000; Jeandet et al., 2002), devido as suas ac¢des protectoras
(Cos et al., 2003). Com efeito, estes metabolitos secundarios actuam como agentes de
proteccdo da planta contra os ataques microbianos e virais, a exposicdo excessiva a luz
ultravioleta e diversas doencas (Bavaresco et al., 1999).

Além dos seus papéis como fitoalexinas, os oligémeros ou os polimeros dos estilbenos
podem participar no processo de reforgco da parede celular em resposta a infeccdo (Chong et
al., 2009).

A sintese e a secre¢do dos estilbenos ocorrem no fruto e/ou nas folhas do seu
hospedeiro (Roupe et al., 2006), onde se pensa que os estilbenos estdo armazenados no
interior das células sob a forma de glicésidos (Ribeiro de Lima et al., 1999). Na verdade,
nestes 6rgdos, a biossintese de estilbenos € induzida em resposta a uma variedade de factores
de stresses bidticos e abidticos, com consequente aumento da transcricdo de genes
biossintéticos dos estilbenos e da acumulagdo de enzimas correspondentes (Lanz et al., 1990;
Rosemann et al., 1991).

Assim, apds a ameaca ambiental, o hospedeiro da planta activa a via do
fenilpropandide e, por conseguinte, as estruturas dos estilbenos sdo produzidas e segregadas

(Roupe et al., 2006). Destaca-se que a producdo de um estilbeno especifico depende em
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grande parte do seu hospedeiro, da regido de origem e dos estimulos ambientais (Roupe et al.,
2006).

Os elevados teores de estilbenos, que pré-existem em algumas plantas ou que sdo
sintetizados apds um ataque microbiano, sdo parte de ambas as respostas de defesas
constitutivas e induzidas (Chong et al., 2009). Efectivamente, a resisténcia a agentes
patogénicos conduz a estes tipos de respostas de defesa (Chong et al., 2009).

A sintetase dos estilbenos (STS), a enzima que catalisa, numa Unica reaccdo, a
biossintese do esqueleto do estilbeno a partir de trés malonil-CoA e de um éster CoA de um
derivado do &cido cindmico, mais frequentemente o cinamoil-CoA ou o p-coumaroil-CoA
(figura 2), evoluiu num numero limitado de espécies de plantas e por isso poucas espécies de
plantas tém a capacidade de produzir estilbenos (Chong et al., 2009). No entanto, as enzimas
STS podem aceitar diferentes derivados do acido cindmico como substratos e uma Unica
enzima pode ser responsavel pela biossintese de estilbenos diferentes, dependendo da
molécula inicial (Chong et al., 2009). Seguidamente, os estilbenos podem ser submetidos a
diferentes tipos de modificacdes como a glicosilagdo, a metoxilagcdo, a oligomerizacéo e
outros (Chong et al., 2009).

Fenilalanina amonia-liase
Fenilalanina > Cinamato

Ligase da coenzima A

Cimamoil-CoA

3 maloml-CoA

Sintetase dos estilbenos
4 CoASH+ 4 CO,

Y
ESTILBENOS

Figura 2 - Via fenilpropandide da sintese dos estibenos. (Adaptado de Chong et al., 2009).

Existem varios estilbenos que foram reconhecidos e classificados. Todavia, muitos

estilbenos continuam por identificar (Roupe et al., 2006).



Os estilbenos que ocorrem naturalmente existem na forma trans (Jayatilake et al.,
1993; Roupe et al., 2006) mais estavel, ainda assim poucos estudos referem a existéncia de
estilbenos na forma cis (Jayatilake et al., 1993).

A maioria dos estilbenos nas plantas deriva da unidade basica do trans-resveratrol
(3,5.4’-tri-hidroxi-trans-estilbeno), embora outras estruturas sejam encontradas em familias

de plantas particulares (Chong et al., 2009).

Os estilbenos ocorrem naturalmente em varias familias de plantas (Hart, 1981)
incluindo Vitaceae (uvas), Pinaceae (pinhas), Fabaceae (amendoins), Poaceae (sorgos) e
Polygonaceae (Chong et al., 2009), mas as uvas e os produtos relacionados (como 0 vinho)
sdo considerados as fontes alimentares mais importantes (Goldberg, 1995 a; Mattivi et al.,
1995; Ribeiro de Lima et al., 1999; Waffo-Téguo et al., 2001 b). De facto, as maiores
concentracdes de estilbenos encontram-se nos vinhos tintos (Waffo-Téguo et al., 2001 b).
Porém, a quantidade de estilbenos encontradas nos vinhos brancos é cerca de um tergo
daquela do vinho tinto (Carando et al., 1999) mas, as quantidades dos estilbenos variam
consideravelmente nos diferentes tipos de vinho (Ribeiro de Lima et al., 1999).

Nas plantas, as concentrac@es de estilbenos estdo influenciadas por uma variedade de
factores diferentes que podem ser agrupados em factores de pré-colheita e de pds-colheita.
Durante a pré-colheita, os factores importantes sdo a genética das plantas, as praticas
agricolas, o clima, a exposicao a luz, as pragas e 0 manuseamento das pragas, a fertilidade do
solo, a época da colheita e a maturacdo da planta (Roupe et al., 2006). Por outro lado, durante
a pos-colheita, os factores importantes sdo o armazenamento e o processamento industrial
(Benbrook, 2005).

Salienta-se que varios estilbenos estdo presentes no vinho principalmente sob a forma
glicosidica, podendo ser hidrolisados por glicosidases no tracto gastrointestinal humano
(Goldberg, 1995 b, 1995 c).

Adicionalmente, os estilbenos encontram-se numa ampla gama de alimentos, de fontes

vegetais, de produtos de aromaterapia e de suplementos alimentares (Roupe et al., 2006).

Os estilbenos e os seus derivados possuem uma variedade de actividades bioldgicas e
farmacologicas (Jayatilake et al., 1993) que incluem uma forte actividade antioxidante

(Mérillon et al., 1997; Waffo-Téguo et al., 1998), bem com actividades antifingicas



(Delaunois et al., 2009), antimicrobianas, quimiopreventivas do cancro (Chong et al., 2009),
entre outras.

Mais especificamente, estes compostos tém um potencial terapéutico na doenca
isquémica do coracdo, na aterosclerose e no cancro (Pace-Asciak et al., 1995; Jang et al.,
1997), mas também eliminam os radicais livres (Waffo-Téguo et al., 1998; Privat e Telo,
2002), atrasam o inicio do tumor em ratinhos transgénicos (Clifford et al., 1996), inibem a
oxidagdo das lipoproteinas humanas de baixa densidade (LDL) (Frankel et al., 1993 b;
Fauconneau et al., 1997) e a agregacdo das plaquetas (Pace-Asciak et al., 1995; Varache-
Lembege et al., 1996; Orsini et al., 1997 b).

Além disso, estudos epidemioldgicos mostraram que o consumo moderado de vinho
esta relacionado com a diminuicdo de doencas cardiovasculares (St Léger et al., 1979; Renaud
e de Lorgeril, 1992; Gronbaek et al., 1995), a inibicdo do desenvolvimento de lesdes pré-
neoplasicas (Waffo-Téguo et al., 2001 a), entre outras mencionadas anteriormente. Na
verdade, estes potencias efeitos benéficos dos estilbenos presentes no vinho devem-se as suas
propriedades antioxidantes activas (Frankel et al., 1993 a; Teissedre et al., 1996).

E de referir que os estilbenos ciclizados com uma estrutura fenantreno (figura 3 a)
exibem uma actividade antioxidante muito mais forte do que os compostos nao-ciclizados
correspondentes (Chong et al., 2009). Em certos estilbenos, a conjugacédo entre os anéis A e B
atraves de uma estrutura insaturada planar C2 permite uma deslocalizacdo de electrdes através
das moléculas para a estabilizacdo do radical, o que explica também as propriedades
antioxidantes relativas destes compostos (Waffo-Téguo et al., 1998).

Adicionalmente, em alguns estilbenos, a presenca de um grupo hidroxilo
complementar no anel B (estrutura catecol) (figura 3 b) aumenta significativamente o efeito
de eliminacdo de radicais e as suas propriedades antioxidantes (Fauconneau et al, 1997;
Waffo-Téguo et al., 1998). Assim, a estrutura catecol é essencial para as actividades
antioxidantes dos estilbenos, como relatado por Rice-Evans e colaboradores para os

flavonoides (Rice-Evans et al., 1995).



Figura 3 - a) Estrutura fenantreno, com a numeragdo dos respectivos carbonos. b) Estrutura basica de
estilbenos com estrutura catecol e numeracéo dos respectivos carbonos.

Note-se também que, 0 numero e a posicdo dos substituintes hidroxilo parecem
desempenhar um papel importante no efeito inibitério dos estilbenos hidroxilados, em
particular, sobre a actividade da tirosinase (Mi Kim et al., 2002).

E importante referir que as formas E e Z dos estilbenos apresentam diferentes
actividades farmacoldgicas. Com efeito, a forma Z exibe uma maior actividade biolégica
comparada com a forma E, em véarios ensaios anticancerigenos e antioxidantes (Roupe et al.,
2006). Em particular, verifica-se que a glicosilagdo dos estilbenos E reduz as suas actividades
quando comparado com as agliconas correspondentes, 0 que € menos importante na estrutura
Z (Waffo-Téguo et al., 1998). Da mesma maneira, 0 bloqueio do grupo hidroxilo 4°, no anel
B, por uma porcdo glicosilada diminui drasticamente a actividade antioxidante quando
comparado com a glicosilacdo na posicdo 3 do anel A (Waffo-Téguo et al., 1998).
Contrariamente, outros autores estipulam que a incorporagdo de uma porc¢éo glicosildada na
posicdo 3 do anel A provoca uma perda de actividade antioxidante mais pronunciada do que
na posic¢ao 4’ do anel B (Torres et al., 2011). Contudo, os compostos glicosilados precisam de
ser convertidos nas agliconas antes de serem absorvidos, 0 que minimiza tal efeito (Torres et
al., 2011).

Como ja foi referido, a maioria dos estilbenos nas plantas deriva da unidade basica do
trans-resveratrol (Chong et al., 2009). De facto, o trans-resveratrol é o estiloeno mais
estudado mas, também, o trans-piceide (o seu glicésido) (Kerem et al., 2006 a), a astringina, 0
piceatanol, o resveratrolésido, o trans-pteroestilbeno e a rapontina séo estilbenos comuns das
plantas (Chong et al., 2009).
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Figura 4 - Estrutura do trans-resveratrol.

1.1.1. Resveratrol

O resveratrol, 3,5,4'-tri-hidroxiestilbeno (figura 4), é o estilbeno mais conhecido e
mais estudado. E composto por um nicleo estilbeno com trés grupos fendlicos nas posicoes 3,
5e 4' (Torres et al., 2011).

O resveratrol ¢ uma molécula planar, contendo porg¢des de p-hidroxifenilo e de m-di-
hidroxifenilo ligadas na conformacédo trans ao fragmento do eteno (Regev-Shoshani et al.,
2003).

O resveratrol existe tanto como isémero trans- e cis-, mas numerosos relatdrios
sugerem que o trans-resveratrol é a forma termodinamicamente mais estdvel na natureza
(Hanzlikova et al., 2000; Stivala et al., 2001) e mais bioactiva (Lanzilli et al., 2012). No
entanto, o trans-resveratrol pode ser convertido no cis-resveratrol quando exposto a luz UV
(Lanzilli et al., 2012).

O resveratrol esta presente em varias fontes alimentares, tais como nas uvas (Jeandet
et al., 1995 a), no vinho (Cantos et al., 2003), nos amendoins (Liu et al., 2003) e em muitas
frutas, tais como amoras (Lu e Serrero, 1999), mirtilos (Lyons et al., 2003; Rimando et al.,
2004), groselha vermelha, morangos (Ehala et al., 2005), etc. mas também no Polygonum
cuspidatum Sieb. et Zucc (Wang et al., 2007). Contudo, pensa-se que o vinho tinto é a fonte
principal de resveratrol na alimentacdo humana (Lu e Serrero, 1999).

O resveratrol é biossintetizado nas plantas em resposta a condi¢fes de stress, isto e,
lesOes, exposicdo a luz UV, ataques por agentes patogénicos, infeccOes, entre outras
(Fritzemeier e Kindl, 1981; Gonzalez-Barrio et al., 2009; Torres et al., 2010). Assim, esta
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fitoalexina exerce um mecanismo de defesa do seu hospedeiro (Fritzemeier e Kindl, 1981;
Dercks e Creasy, 1989 a; Gonzalez-Barrio et al., 2009).

Os autores Langcake e Pryce também consideram como fitoalexinas, todos o0s
produtos de oxidacdo do resveratrol como dimeros, trimeros e mais oligdbmeros altamente
polimerizados do resveratrol, conhecidos como as viniferinas (Langcake e Pryce, 1977). Estas
fitoalexinas sdo, do mesmo modo, produzidas em resposta a diferentes tensdes bioticas e
abidticas (Jeandet et al., 2002).

Nas videiras sensiveis, 0 resveratrol é sintetizado em grandes quantidades logo apds a
infeccdo, mas € rapidamente glicosilado num composto ndo téxico, o piceide. Contudo, nas
variedades resistentes, o resveratrol é também sintetizado em grandes quantidades no local de
infeccdo, mas, devido ao ambiente quimico, é rapidamente oxidado em viniferinas tdxicas
(Pezet et al., 2004). Com efeito, o resveratrol ndo € um composto muito toéxico devido ao seu
caréater hidrofilico (Dercks e Creasy, 1989 b; Pezet e Pont, 1995).

Tal como ocorre com os flavonoides (Hollman, 2004; Lucas et al., 2009), o resveratrol
estd presente nas plantas, ligado a agucares, como B-glicosideos (Torres et al., 2011). Assim,
varios derivados do resveratrol foram identificados nas raizes de Polygonum cuspidatum tais

como o piceide, o resveratroldsido e o piceatanol (figura 5) (Torres et al., 2011).

OH OH
O]
@) OH OH
OH
OH
HO l SN HO I .
OH OH

a) b)

Figura 5 - a) Estrutura do resveratrolésido e b) estrutura do piceatanol.

A presenca de resveratrol em vinhos comerciais (predominantemente no vinho tinto)
foi primeiramente observada por Siemann e Creasy (Siemann e Creasy, 1992), descoberta
essa que levou a um grande interesse nas suas actividades biolégicas. Tornou-se claro que
além do isomero trans, outras formas deste tri-hidroxiestilbeno também estavam presentes no
vinho tinto (Lamuela-Raventos e Waterhouse, 1993; Mattivi, 1993; Shaghi et al., 1996).

Assim, descobriu-se o cis-resveratrol, que em certos vinhos encontra-se em concentragdoes
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mais elevadas do que o isdmero trans (Golberg et al., 1995). Igualmente, identificou-se o
piceide, o glicésido do trans-resveratrol (Jeandet et al., 1994; Roggero e Archier, 1994), bem
como os seus isomeros (Golberg et al., 1995; Lamuela-Raventos et al., 1995).

O consumo moderado de vinho tinto provoca efeitos benéficos na salde, 0s quais
estdo atribuidos a presenca do resveratrol na casca das uvas (Seignur et al., 1990; Siemann e
Creasy, 1992).

Embora existam evidéncias de que o trans-resveratrol possui fortes actividades
bioldgicas, esta presente em pequenas quantidades no vinho comparado com um dos seus
glicosideos, o trans-piceide (Vitrac et al., 2002). No entanto, a hidrolise deste derivado
glicosilado, pelas B-glicosidases, pode ocorrer nos locais principais de biotransformagéo,
permitindo assim que a quantidade de trans-resveratrol, disponivel a partir da alimentacéo,
seja maior (Henry-Vitrac et al., 2006).

O resveratrol é imediatamente transportado atraveés de uma monocamada de células do
cblon e € extensivamente metabolizado via sulfatacdo e glucuronidacdo (Kaldas et al., 2003).
Um dos problemas do resveratrol € a sua biodisponibilidade limitada devido ao seu rapido e
extensivo metabolismo no figado, o que resulta na modificacdo quimica dos grupos hidroxilo
nas posi¢oes 3 e 4°, produzindo os derivados 3-sulfato e 3-glucuronido (Kang et al., 2009),
bem como os derivados 4’-O-glucuronidos (Regev-Shoshani et al., 2003), respectivamente.

E possivel que, pelo menos, alguns dos metabolitos do resveratrol podem ser
convertidos em resveratrol sob a ac¢do de B-glucoronidases, in vivo (Regev-Shoshani et al.,
2003). E de notar que os metabolitos do resveratrol, os p-glucuronidos, s&0 muito menos
toxicos do que o préprio resveratrol (Regev-Shoshani et al., 2003). Assim, a glucoronidacédo
do resveratrol pode ter um papel na desintoxicacdo, disposicdo e prolongamento da eficacia
deste composto nos seres humanos (Regev-Shoshani et al., 2003).

Por outras palavras, a biodisponibilidade oral do resveratrol inalterado é proxima de
zero devido ao seu rapido metabolismo, resultando numa pequena quantidade de resveratrol
inalterado na circulacdo sistémica (Walle et al., 2004). Pelo contrario, a quantidade dos
metabolitos do resveratrol que se forma é elevada (Walle et al., 2004).

Salienta-se que o resveratrol circulante tem uma semi-vida sérica baixa, de oito a
quatorze minutos (Yu et al., 2002) sendo amplamente distribuido nos tecidos do coragéo, do
figado e do rim, e é eliminado predominantemente através da excrecao renal e biliar (Bertelli
etal., 1999).
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Portanto, a absorcdo do resveratrol é de pelo menos 70%, com base em dados de
excrecdo urinaria (Walle et al., 2004). Com efeito, a sua taxa de absorcao é elevada para um
composto polifendlico (Walle et al., 2004).

Assim, um método para aumentar a biodisponibilidade do resveratrol é proteger o seu
grupo fendlico na posicdo 3 (Torres et al., 2010). Com efeito, a modificacdo regiosselectiva
do grupo hidroxilo na posi¢do 3 é de grande interesse (Kang et al., 2009). Como 0s grupos
fendlicos do resveratrol nas posi¢des 3 ¢ 4’ exibem uma reactividade muito semelhante (os
grupos fendlicos nas posicdes 3 e 5 sdo quimicamente equivalentes, visto o resveratrol ser
uma molécula simétrica), a biocatalise esta a ser explorada devido a grande selectividade das
enzimas (Alcalde et al.,, 2006), podendo ser um outro método para aumentar a
biodisponibilidade deste estilbeno. Igualmente, outro método com esse fim é obter analogos
ou derivados do resveratrol com actividade comparavel que ndo podem ser sulfatados ou
glucuronados (Torres et al., 2010).

E importante referir que o grupo hidroxilo 4’ (e ndo o grupo 3’) é o grupo funcional
mais importante neste composto, em termos de actividades antioxidantes (Stivala et al., 2001;
Stojanovic e Brede, 2002).

A modificacdo de propriedades fisico-quimicas, especificamente a solubilidade e o
coeficiente de particdo, por glicosilagdo pode exercer uma influéncia positiva na
biodisponibilidade do resveratrol (Torres et al., 2011).

Estudos de toxicidade, realizados para determinar se altas doses de resveratrol podem
ser toleradas num modelo de rato (Roupe et al., 2006), concluiram que a administracdo de
uma dose elevada de resveratrol ndo produziu efeitos toxicoldgicos determinaveis e, ainda,

que o resveratrol parece ter uma grande margem de seguranca (Juan et al., 2002).

O resveratrol é amplamente utilizado na medicina, na alimentacdo e na cosmetica
devido as suas propriedades farmacoldgicas (Wang et al., 2007). Em particular, o seu
derivado trans atraiu especial atencdo devido as suas propriedades bioldgicas in vitro (Regev-
Shoshani et al., 2003).

Efectivamente, o resveratrol possui inimeros beneficios para a salde, apresentando
actividades antioxidantes (Merillon et al., 1997; Fremont et al., 1999; Wang et al., 1999;
Youdim et al., 2002; Kerem et al., 2006 a), anti-inflamatorias (Bertelli et al., 1999; Martinez
e Moreno, 2000; de la Lastra e Villegas, 2005; Geronikaki e Gavalas, 2006), cardioprotectoras
(Price e Fenwick, 1985; Pace- Asciak et al., 1995; Jang et al., 1997; Pendurthi et al., 1999;

14



Hung et al., 2000; Wu et al., 2001), anti-cancerigenas (Bertelli et al., 1999; Fang et al., 2002;
Ursini e Sevanian, 2002), neuro-protectoras (Jung et al., 2009), antitumorais (Larrosa et al.,
2004; Busquets et al., 2007), imuno-moduladoras (King et al., 2006), antifingicas (Gonzalez
Urena et al., 2003), anti-carcinogénicas (Soleas et al., 2001 b; Jang et al., 1997),
quimiopreventiva contra doencas cardiovasculares (Walle et al., 2004), antimicrobianas
(Kubo et al., 1981), antifungicas (Langcake et al., 1979; Spencer et al., 2003), antileucémicas
(Mannila et al., 1993), hepatoprotectoras (Kawada et al., 1998), fitoestrogéenicas (Schroeter et
al., 2001; Sato et al., 2002; Zou et al., 2003), antienvelhecimento (Goldberg et al., 1996),
anti-HIV (Heredia et al., 2000), entre outras.

Por conseguinte, o resveratrol manifesta uma vasta gama de actividades bioldgicas
(Fang et al., 2002). No entanto, as suas potenciais actividades bioldgicas in vivo sdo
dependentes das suas absor¢des intestinais e do seu posterior acesso aos tecidos alvo (Henry-
Vitrac et al., 2006).

1.1.2. Polidatina

A polidatina, 3,5,4’-tri-hidroxiestilbeno-3-p-mono-D-glucésido (figura 6), também
conhecido como resveratrol glicosilado ou piceide, € um estilbeno natural (Hea et al., 2007)
que € principalmente extraido do tronco seco e da raiz de Polygonum cuspidatum Sieb. et
Zucc, uma planta medicinal tradicional Chinesa (Shu, 2002). Na raiz e na rizoma de P.
cuspidatum, a quantidade de polidatina é seis vezes superior a do resveratrol (Zhou et al.,
2002; Zhou et al., 2005).

Além de Polygonum, este estilbeno ocorre num variedade de plantas (Yu et al., 2006),
tais como Picea (Kariyone et al., 1958) e Eucalyptus (Hills e Hasegawa, 1962). Este
composto glicosilado € um dos estilbenos mais comuns na natureza (Li et al., 2012) e é 0

derivado do resveratrol mais abundante (Regev-Shoshani et al., 2003).
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Figura 6 - Estrutura do resveratrol glicosilado, também designado piceide ou polidatina, com a
numeracao dos respectivos carbonos.

O piceide tem uma estrutura semelhante ao resveratrol, na qual uma glucose liga-se na
posicdo C-3, substituindo assim um grupo hidroxilo (Lanzilli et al., 2012). Esta substituicdo
da origem a alteracbes conformacionais da molécula, o que leva a alteracbes nas suas
propriedades biologicas (Lanzilli et al., 2012). De facto, a estrutura tridimensional do piceide
é torcida ao longo da ponte do etano (Regev-Shoshani et al., 2003), enquanto que a do

resveratrol é planar, como foi discutido anteriormente.

A polidatina esta presente principalmente nas uvas (casca) e nos produtos derivados
das uvas (vinhos ou sumos) (Roggero e Archier, 1994; Waterhouse, 1994).

Alguns dados estabelecem que a polidatina é um constituinte importante dos vinhos
tintos que, em diversas regides, iguala ou exceda as concentracdes de resveratrol livre
(Goldberg et al., 1996). Sabe-se que a polidatina é extraida dos frutos durante a fermentacéo e
que alguma é convertida na correspondente aglicona, durante este processo (Goldberg et al.,
1996).

Varios factores (incluindo a expressdo de genes, o clima e os procedimentos
enoldgicos) pré-determinam e, subsequentemente, modulam as concentracdes relativas e
absolutas da polidatina e do resveratrol num vinho individual (Goldberg et al., 1996).
Efectivamente, alguns autores referem que as técnicas de vinificacdo, nomeadamente a
maceracdo com as peles, tém efeitos importantes nos niveis de piceide e de resveratrol no
vinho (Mattivi et al., 1995; Jeandet et al., 1995 b). Em particular, os agentes clarificantes e 0s
filtros podem diminuir os niveis de piceide e de resveratrol (Lamuela-Raventos et al., 1995;
Soleas et al., 1995; Tobella e Waterhouse, 1996; VVrhovsek et al., 1997).

No vinho, os derivados do resveratrol que sdo detectados com maior frequéncia séo o

trans- e o cis-piceide e as suas agliconas, o trans- e o cis-resveratrol (Siemann e Creasy,
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1992; Lamuela-Raventos et al., 1995; Ribeiro de Lima et al., 1999). Porém, em certos vinhos,
as concentracdes de trans- e de cis-piceide séo tdo elevadas que ultrapassam as das suas
agliconas (Ribeiro de Lima et al., 1999). Particularmente, no vinho tinto, o trans-piceide
encontra-se em maiores concentragdes seguido do cis-piceide e do trans-resveratrol (Romero-
Pérez et al., 1999; Henry-Vitrac et al., 2006). Do mesmo modo, 0s isdmeros trans-piceide e
cis-piceide sdo os principais compostos que se encontram ndo s6 nos vinhos brancos
(Romero-Pérez et al., 1996) mas também nos sumos de uvas brancas (Langcake e Pryce,
1976; Jeandet et al., 1991). Note-se que, nos sumos de uvas, a concentracdo do piceide € sete
vezes a de resveratrol (Romero-Pérez et al., 1999). Portanto, o sumo de uvas (principalmente
0 de uvas vermelhas) pode ser uma alternativa ao vinho, uma vez que ambos possuem
propriedades benéficas semelhantes (Rimm et al., 1996).

E de referir que, para a determinacdo dos isémeros da polidatina, 0 método mais
utilizado é a cromatografia liquida de alta pressao (HPLC), visto ser um método sensivel,

preciso e especifico (Hea et al., 2007).

Como o transporte transepitelial do trans-piceide ocorre a uma taxa elevada, seguido
da hidrélise no intestino delgado e no figado, a quantidade de trans-resveratrol
biologicamente activo resultante é elevada (Henry-Vitrac et al., 2006). Este Gltimo pode
sofrer um metabolismo adicional, tal como a conjugacdo com o acido glucurdnico no interior
dos enterdcitos (Henry-Vitrac et al., 2006).

Por um lado, comparado com o resveratrol, a polidatina é mais resistente a oxidacdo
enzimatica, por isso tem uma maior biodisponibilidade (Fabris et al., 2008; Lanzilli et al.,
2011, 2012). Além disso, a mudanca conformacional deste estilbeno glicosilado pode ser um
dos factores que contribui para o aumento da sua resisténcia a oxidacdo enzimatica (Regev-
Shoshani et al., 2003). No entanto, outros autores sugerem que a biodisponibilidade do
piceide € muito mais baixa em comparacdo com a do resveratrol (Meng et al., 2004).
Também, outros dados indicam que o trans-piceide possui uma baixa biodisponibilidade nos
humanos, uma vez que este possui boas capacidades na penetracdo de células e tem um
metabolismo eficiente nas células de colon humano (Henry-Vitrac et al., 2006).

De acordo com Hollman e colaboradores (1995) e Paganga e Rice-Evans (1997), a
absorcdo de alguns fendis, a partir da alimentacdo, é reforcada pela conjugagdo com a
glucose. Com efeito, o glicosideo facilita a absorcdo no intestino, assim os piceides sdo

absorvidos de forma mais eficiente do que as agliconas (Romero-Pérez et al., 1999). Deste
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modo, o trans-piceide podera exercer a sua funcdo benéfica de forma mais eficaz do que o
trans-resveratrol (Ibern-Gémez et al., 2000).

A glicosilacdo do resveratrol na posicdo 3 do anel A da origem ao piceide, que tem
uma actividade duas vezes menor para ambas as estruturas (E) e (Z) (Waffo-Téguo et al.,
1998). Sendo assim, a glicosilacdo dos isdbmeros dos estilbenos reduz as suas actividades
quando comparadas com as agliconas correspondentes, isto &, piceide (E)- e (Z)- vs.
resveratrol (E)- e (Z)- (Waffo-Téguo et al., 1998).

Apesar disso, varios estudos propuseram que a polidatina tem propriedades
biomédicas semelhantes as do resveratrol (Fabris et al., 2008), pois demonstrou-se que este
estilbeno glicosilado retém as actividades bioldgicas e farmacoldgicas deste Ultimo (Liang e
Mo, 1996; Kimura e Okuda, 2000; Zhang et al., 2008; Jin e Zhao, 2009).

O numero e as posicdes dos grupos hidroxilo dos derivados do resveratrol
desempenham um papel importante nas suas actividades bioldgicas (Soleas et al., 2001 a;
Stivala et al., 2001; Stojanovic e Brede, 2002).

A polidatina exerce varias actividades bioldgicas, tais como actividades
antimicrobianas, antivirais (Peng et al., 2011), anticarcinogénicas (Soleas et al., 2001 b; Jang
et al., 1997), hepatoprotectoras (Du et al., 2009; Xing et al., 2009), anti-inflamatorias,
antioxidantes, neuroprotectoras (Ji et al., 2012), de anti-agregacao plaquetaria (Verrota et al.,
1994), ansioliticas (Wang et al., 2002; Shu et al., 2004; Xie et al., 2004), antidiabéticas (Gao
et al., 2003; Shen et al., 2004; Fei et al., 2008), entre outras.

Especificamente, uma das principais actividades da polidatina é a sua actividade
antimicrobiana (sobre o Staphylococcus aureus (Shu, 2002), o Catarral coccus, a Escherichia
coli (Wang et al., 2006), etc.) e antiviral (para o virus da Printcolor Branch e o virus do
herpes simplex) (Zhang et al., 2001).

Outras propriedades biolégicas deste composto sdo as de inibir a agregacdo das
plaquetas, eliminar os radicais livres (Peng et al., 2011), aumentar o fluxo sanguineo nos
capilares (Shan, 1988; Aburjai, 2000), além de actuar como um agente tranquilizante (Wang
et al., 2002; Shu et al., 2004; Xie et al., 2004).

Segundo diversos autores, a polidatina tem um efeito anti-diabético (Gao et al., 2003;
Shen et al., 2004; Fei et al., 2008) e indicam que este derivado do resveratrol pode proteger o

miocardio e as células do figado de lesbes (Shan et al., 1990).
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A polidatina tem efeitos evidentes na reducdo dos niveis sanguineos dos triglicérideos
e do colesterol (Du et al., 2009), estes Gltimos sdo atribuidos a sua capacidade de proteger o
figado e modular o metabolismo dos lipidos (Du et al., 2009). Entretanto, este derivado do
resveratrol pode ser utilizado no caso de doentes hiper-colesterolémicos com a complicacao
da obesidade, e pode desempenhar um papel importante na prevencao de doengas coronarias e
da aterosclerose (Du et al., 2009).

O resveratrol glicosilado, um dos constituintes do vinho tinto, é conhecido por reduzir
a mortalidade de doencas coronarias e possui actividades de prevencao da aterosclerose (Shan
et al., 1990; Pace-Asciak et al., 1995), bem como inibe a oxidacédo das lipoproteinas de baixa
densidade (Frankel et al., 1993 a) e a sintese de eicosanoides (Kimura et al., 1985; Pace-
Asciak et al., 1995).

A polidatina exerce um efeito protector na isquemia cerebral, mas também nos danos
da isquemia/reperfusdo no pulmao e no coracdo (Wang et al., 2008; Zhang et al., 2008). Este
composto protege o cérebro de danos causados pela oclusdo permanente da artéria cerebral
média (PMCAO), sendo este efeito realizado através da regulacdo da expressao de certas
proteinas, assim como através da melhoria da permeabilidade da barreira hematoencefalica
(BHE) (Ji et al.,, 2012). Além disso, a polidatina tem um efeito antioxidante e anti-
inflamatorio potente no tecido cerebral isquémico (Ji et al., 2012). Portanto, o piceide pode
modular a resposta inflamatoria e antioxidante no cortex isquémico, durante a fase aguda do
acidente vascular cerebral (AVC), e o seu papel protector pode estar relacionado com a
regulacdo de certas proteinas (Ji et al., 2012).

O piceide tem um potencial para atenuar a ruptura da BHE apds a isquemia, apesar de
este processo necessitar de ser mais estudado (Ji et al., 2012).

Por conseguinte, a administracdo sistémica do piceide é neuroprotectora, levando a
reducdo de danos oxidativos e inflamatdrios, e a melhoria da permeabilidade da BHE apés a
pPMCAO (Ji et al., 2012).

Outro estudo mostrou que o resveratrol glicosilado tem um efeito benéfico no AVC
através do aumento da pressdo do pulso (Zhao et al., 2003). Demonstrou-se que, no
tratamento do AVC, a polidatina melhora a fungéo cardiaca, nomeadamente com o aumento
da microcirculacdo, dilatando o didmetro das arteriolas, o que leva a um aumento da pressédo
do pulso (Zhu et al., 1987; Zhao et al., 1992).
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O piceide também exibe efeitos cardioprotectores (Li et al., 2012). Com efeito, é
usado no tratamento de algumas doengas cardiacas, incluindo a aterosclerose e a inflamacéo
(Romero-Pérez et al., 1999). Por exemplo, protege as células miocérdicas danificadas de
privacdes de oxigénio e de glucose (Luo et al., 1990; Miao et al., 2011), com vista a melhorar
a funcéo cardiaca e a perfusdo micro-circulatéria em estado de choque, entre outros (Zhao et
al., 2003).

A polidatina exibe um efeito protector na deméncia vascular, devido a sua actividade
antioxidante e a proteccdo directa dos neuronios (Li et al., 2012). De facto, este composto
glicosilado tem um potencial terapéutico na aprendizagem e na perda de memodria induzida
pela hipoperfusdo cerebral global crénica, e o seu possivel mecanismo esté relacionado com a
actividade antioxidante (Li et al., 2012). O piceide atenua as lesdes dos neuronios induzidas
por privacdo de glucose e de oxigenio (Li et al., 2012). Por conseguinte, a polidatina tem a
capacidade de reduzir as perdas cognitivas globais profundas induzidas pela isquemia (Li et
al., 2012).

Adicionalmente, a polidatina tem influéncia no metabolismo dos lipidos (Li et al.,
2012). Nomeadamente, é capaz de regular os lipidos e o teor de colesterol no sangue (Peng et
al., 2011). Estudos mostram também que este estilbeno pode aumentar a regulacdo da
expressdao da proteina secretora de células Clara (células epiteliais), causando a inibicdo da
activacdo da fosfolipase A2 (enzima envolvida no processo inflamatorio), e atenuar a lesdo

pulmonar induzida por lipo-polissacaridos (Shu et al., 2011).

As actividades antioxidantes do trans-resveratrol e do trans-piceide foram comparadas
através da medicdo das suas ac¢des inibitdrias na peroxidacdo do acido linoleico e da
avaliacdo das suas capacidades para eliminar radicais perante o 2,2’-di-fenil-1-picril-hidrazilo
(método DPPH) (Fabris et al., 2008). Verificou-se que estes dois compostos tém uma
capacidade antioxidante semelhante, possuindo um comportamento semelhante como
inibidores da peroxidacdo lipidica (Fabris et al., 2008). De facto, o trans-resveratrol e o trans-
piceide sdo particularmente adequados na prevengdo e no controlo da peroxidacéo lipidica das
membranas, devido as suas lipofilicidades e a forma como se colocam na membrana, com 0s
seus grupos hidroxilo suscetiveis junto as ligagdes duplas dos acidos gordos poli-insaturados
(Fabris et al., 2008). Estes dois estilbenos apresentam um largo espectro de acgéo contra as

leses dos radicais, ou seja, um efeito preventivo potencial (Fabris et al., 2008).
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Num estudo acerca do efeito destes estilbenos sobre os miofibroblastos do figado
humano, verificou-se que o trans-piceide ndo modificou a morfologia dos miofibroblastos e
ndo afectou o crescimento nem a expressdo de a-SMA (proteina envolvida na mobilidade,
estrutura e integridade da célula), ao contrario do resveratrol (Godichaud et al., 2000). Em
suma, mostrou-se que uma unica glicosilacdo do resveratrol induz a perda do seu efeito
(Godichaud et al., 2000).

A exposicdo de células do musculo liso arteriolar (ASMC) a polidatina, apds o inicio
de um choque grave, preserva a integridade mitocondrial destas células e tem um interessante
potencial terapéutico (Wang et al., 2012). O facto de este estilbeno proteger da disfuncdo
mitocondrial das ASMC leva a uma elevada proteccdo contra a destabilizacdo do eixo
mitocondrial lisossomal e, assim, a reducdo da formacdo de espécies reactivas de oxigénio
(Wang et al., 2012). A polidatina restaura a microcirculacdo dos capilares durante o choque
grave (Wang et al., 2012).

Os isomeros do piceide tém propriedades semelhantes as do resveratrol na inibicdo da
agregacao plaquetaria (Shan et al., 1990; Chung et al., 1992; Varache-Lembége et al., 1996;
Orsini et al., 1997 a) e na inibicdo da oxidacdo da LDL humana (Mérillon et al., 1996).
Também, o trans-piceide reduz as elevacBes dos niveis lipidicos e inibe a sintese dos
eicosanoides (Kimura et al., 1985), de uma forma menos activa que o trans-resveratrol
(Romero-Pérez et al., 1999).

Noutro estudo, onde foram avaliados os efeitos de diferentes concentracfes de
resveratrol e de piceide sobre os linfécitos normais humanos activados com um estimulo
inflamatdrio, demonstrou-se que ambos os estilbenos diminuem a producéo da interleucina-17
(IL-17), de uma forma dependente da concentragdo (Lanzilli et al., 2012). Uma forte
actividade inibitdria (aproximadamente de 100%) foi obtida pelo tratamento com a polidatina
(Lanzilli et al., 2012). Por sua vez, o resveratrol, a mesma concentracao, também induziu uma
inibicdo significativa da producdo da IL-17, embora o nivel de inibicdo foi metade daquele
observado com a polidatina (Lanzilli et al., 2012). Portanto, a polidatina é mais eficaz na
inibicdo da producdo da IL-17 do que o resveratrol (Lanzilli et al., 2012). Com efeito, este
derivado glicosilado € mais resistente a oxidacdo enzimatica do que o resveratrol, é soltvel

em agua e, ao contrario deste Ultimo que penetra na célula passivamente, o piceide entra na

21



célula através de transportadores de glucose, permitindo uma maxima absorcdo e uma maior
biodisponibilidade (Fabris et al., 2008; Mikulski e Molski, 2010).

Além dos seus efeitos farmacoldgicos, o piceide possui vastas aplicacdes na cosmetica

e na alimentacdo (Su et al., 1995; Park e Lee, 2000) devido as propriedades fisicoquimicas

que o distinguem do resveratrol.
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2. Biocatalise: principios e aplicacoes

As enzimas sdo “conjuntos de proteinas que catalisam a quimica da vida” (Campbell,
1995; Nelson et al., 2000; Walsh, 2001). De facto, as transformacdes quimicas que ocorrem
nos sistemas vivos sdo promovidas por inimeras enzimas que catalisam a conversdo de um
conjunto de substratos em produtos especificos (Gonzaga de Oliveira e Mantovani, 2009).

Além disso, as enzimas contribuem para a sobrevivéncia e reproducdo dos organismos
(Gonzaga de Oliveira e Mantovani, 2009), apresentando propriedades especiais,
nomeadamente elevadas selectividades, capacidade de aceitar uma grande variedade de
moléculas complexas como substratos (Schmid, 2001) e de operar sob condicBes de reaccao
suaves, 0 que torna estas proteinas particularmente adequadas para a sintese e a modificacédo
de produtos naturais (Riva, 2001).

E de notar que muitas enzimas conseguem promover a transformacdo de varios
substratos em produtos que sdo dificilmente obtidos pelas vias quimicas, assim como actuar
em reaccdes nas quais ndo existem alternativas quimicas viaveis (Gonzaga de Oliveira e
Mantovani, 2009).

O aparecimento de tecnologias recentes, como por exemplo, a tecnologia do DNA
recombinante, leva a uma crescente disponibilidade de enzimas (Bommarius e Riebel, 2004;
Garcia-Junceda et al., 2004).

O termo biocatalise ou biotransformacéo abrange os processos em que um catalisador
bioldgico é utilizado para a conversdo de um substrato em um namero limitado de etapas
enzimaticas (Gonzaga de Oliveira e Mantovani, 2009). Por outras palavras, a biocatalise
utiliza enzimas, isoladas ou integradas em células, para catalisar reac¢Ges quimicas. Com
efeito, a biocatalise apresenta-se como uma ferramenta tecnoldgica atractiva frente a um
aumento significativo da pressdo relacionado com factores ambientais, econémicos e 0 uso de
fontes renovaveis de energia, bem como da obtencdo de matérias-primas puras (Gonzaga de
Oliveira e Mantovani, 2009). Assim, a aplicacdo de enzimas como catalisadores para a sintese
quimica, tornou-se uma alternativa preciosa para 0s quimicos organicos (Schulze e Wubbolts,
1999).

A biotransformacdo é uma é&rea interdisciplinar, pois a biologia, a quimica e a
engenharia quimica sdo as trés disciplinas necessarias para 0 sucesso da sua pratica

(Bommarius e Riebel, 2004). Adicionalmente, a biocatalise tem uma grande aplicacdo nao sé
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na indastria quimica, farmacéutica, agroquimica e alimentar, mas também na medicina
(anélise e diagndstico) e na biorremediacgdo (recuperacdo do ambiente) (Bommarius e Riebel,
2004).

2.1. Vantagens e inconvenientes do uso de enzimas como
catalisadores

Os biocatalisadores devem obedecer a certos critérios, isto é, de actividade,
estabilidade e selectividade que sdo comuns a qualquer catalisador.

As vantagens e desvantagens das enzimas como catalisadores para a sintese organica,
derivam das suas proprias naturezas (Garcia-Junceda et al., 2004).

Por um lado, os catalisadores bioldgicos apresentam vantagens consideraveis na
sintese organica. De facto, demonstram selectividades insuperaveis, pois sdo usados para
conferir quimio-, estéreo- ou regiosselectividade a uma reaccdo, e conseguem fazer a
diferenciacéo entre substratos enantioméricos (Bommarius e Riebel, 2004).

Adicionalmente, as enzimas sdo activas principalmente em condi¢fes suaves, operam
a temperaturas ambientais, pH e pressdes moderados e, preferencialmente, 0 meio reacional é
a agua (Bommarius e Riebel, 2004). Portanto, os biocatalisadores sdo ambientalmente
benignos (Garcia-Junceda et al., 2004).

Além disso, os biocatalisadores sdo capazes de catalisar uma amplitude de reaccdes,
nomeadamente aquelas aplicadas a escala industrial (Liese, 2000; Zaks, 2001; Straathof et al.,
2002). Cada vez mais, os catalisadores biol6gicos s&o combinados com catalisadores
quimicos ou utilizados numa cascata de reaccGes na célula (Bommarius e Riebel, 2004).
Acrescenta-se que as enzimas permitem a biotransformacdo, em condicGes suaves, de
compostos poli-funcionalizados e sensiveis, ao contrario dos processos quimicos
correspondentes que exigem condigdes reaccionais rigorosas (Gonzaga de Oliveira e
Mantovani, 2009).

Resumidamente, os biocatalisadores sdo catalisadores naturais, biodegradaveis,
selectivos estaveis, versateis, produtos de elevada qualidade, operam em condicdes

reaccionais suaves e catalisam reaccdes dificeis por métodos quimicos convencionais.

24



Por outro lado, os catalisadores bioldgicos apresentam diversas desvantagens, tais
como o facto de serem muitas vezes insuficientemente estaveis no meio reaccional, poucos
existem para as reaccdes pretendidas (a partir de substratos disponiveis para os produtos
alvo), apresentam por vezes especificidade restrita ao substrato, limitando a sua aplicacédo
(Garcia-Junceda et al., 2004), bem como os ciclos de desenvolvimento sdo longos para obter

novos e melhores catalisadores enzimaticos (Bommarius e Riebel, 2004).

2.2. Classificacao das enzimas

Segundo o primeiro relatério da Enzyme Comission da International Union of
Biochemistry and Molecular Biology, a partir de 1961, todas as enzimas sao classificadas em
seis classes, dependendo do tipo de reac¢des catalisadas (Bommarius e Riebel, 2004). Deste
modo, as principais classes de enzimas sdo divididas em sub-classes e sub-grupos. Cada
enzima é classificada de forma sistemética, segundo o nome quimico do substrato natural e o

mecanismo de reac¢do (Boyce e Tipton, 2001).

Assim, as seis classes de enzimas sdo as oxidorredutases (EC 1), as transferases
(EC 2), as hidrolases (EC 3), as liases (EC 4), as isomerases (EC 5) e as ligases (EC 6).
De seguida, vai aprofundar-se especialmente a classe das hidrolases, pois sdo as

enzimas em estudo neste trabalho.

As hidrolases (EC 3) catalisam a clivagem hidrolitica de ligagdes C-O, C-N, C-C, P-
O, entre outras. Na reac¢do inversa, catalisam a formacao dessas ligacoes.

As lipases (catalisam a hidrélise de acilglicerois), as proteases (catalisam a hidrdlise
de peptideos) e as esterases (catalisam a hidrolise de ésteres) pertencem a esta classe de
enzimas.

Todas as enzimas desta classe também podem ser classificadas como transferases,
como cada reaccdo de hidrolise pode ser considerada como a transferéncia de um grupo
quimico especifico para uma molécula de agua. No entanto, devido a importancia e
ubiquidade da agua nos processos naturais, estas sao classificadas como hidrolases em vez de

transferases.
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E de notar que, as hidrolases dominam as aplicacdes biocataliticas industriais
(Bommarius e Riebel, 2004).

Seguidamente, na préxima secgdo (2.3), esta classe de enzimas sera detalhada com

mais pormenor.

2.3. Mecanismo catalitico e aplicacOes sintéticas de hidrolases

As hidrolases sdo as enzimas mais comummente aplicadas em sintese organica e em
processos industriais. Com efeito, compreendem a classe de enzimas com maior aplicacao,
uma vez que catalisam reac¢fes de biotransformacdo com alta quimio-, régio- e
enantiosselectividade (Gonzaga de Oliveira e Mantovani, 2009).

Além disso, as hidrolases possuem vérias propriedades vantajosas, tais como
disponibilidade em grandes quantidades, baixo custo, largo espectro de substratos aceites, ndo
requerem cofactores (Carrea e Riva, 2000; Gonzaga de Oliveira e Mantovani, 2009), e de um
ponto de vista pratico e econémico, sdo atractivas, propriedades essas responsaveis pela sua
aplicacao generalizada (Gonzéalez-Sabin et al., 2011).

A funcdo destas enzimas € catalisar a hidrélise de uma variedade de substratos
(péptidos, ésteres carboxilicos, epoxidos, etc.) e a maioria das hidrolases, especialmente as
lipases (triacilglicerol acil hidrolases), podem operar em solventes organicos, catalisando

processos de esterificacdo, trans-esterificacdo e amindlise (Gonzélez-Sabin et al., 2011).

As hidrolases apresentam uma grande variedade de aplicacdes diferentes, tais como
em formulagdes de detergentes (Godfrey e West, 1996), na producdo de alimentos (Jaeger e
Reetz, 1998), na industria de papel (Farell et al., 1997), na quimica organica sintética (Boland
et al., 1991; Drauz e Waldmann, 1995), na obtencdo de blocos de construcdo quirais a partir
de misturas racémicas através da resolucdo cinética (Kumar, 2007), nos compostos pro-quirais
(Drauz e Waldmann, 2002) e nas misturas diastéreo-isoméricas (Jones, 1986; Sih e Wu, 1989;
Faber, 1997; Carrea e Riva, 2000; Koeller e Wong, 2001).

Adicionalmente, a aplicacdo de reacgbes enzimaticas, catalisadas por hidrolases,
juntamente com a sintese quimica permite varias aplicagdes praticas e bem estabelecidas

como, por exemplo, o uso de lipases na sintese do paclitaxel (Khimelnitsky et al., 1997).
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Dentro da classe das hidrolases, as reaccOes catalisadas por lipases possuem uma
grande importancia biotecnoldgica (Jaeger et al., 1999; Ghanem, 2007). Efectivamente, as
lipases pertencem a um grande grupo de enzimas capazes de hidrolisar ligacdes éster de
triacilglicerois, processar gorduras ou actuar como detergentes (Gonzaga de Oliveira e
Mantovani, 2009). Estdo extensamente distribuidas em plantas, microrganismos e animais
(Sarda e Desnuelle, 1958). Além disso, a sua relevancia industrial resulta da sua ac¢do numa
multiplicidade de substratos, promovendo uma larga gama de reacc¢des biocataliticas (Brady
et al. 1990).

As lipases séo aplicadas em inimeros processos na industria farmacéutica, pois estas
enzimas apresentam inUmeras vantagens, tais como alta especificidade e eficiéncia,
promovem reaccOes selectivas, sdo disponiveis a baixo custo (Gonzaga de Oliveira e
Mantovani, 2009), podem operar em meios nao naturais e sdo faceis de manipular (Carrea e
Riva, 2000).

Assim, existe uma procura cada vez maior para identificar, caracterizar e produzir
lipases para uma variedade de aplicacbes biotecnoldgicas, especificamente nas

biotransformac@es enantio-selectivas (Jaeger, 1999).

As lipases sdo os biocatalisadores mais usados em biocatéalise (Teng et al., 2005),
nomeadamente aplicam-se na modificacdo biocatalitica de flavonoides (Wang et al., 2010), na
industria, em outros tipos de sintese organica e na resolucdo cinética de uma grande variedade
de compostos quirais (Davis e Boyer, 2001).

De igual modo, tanto as lipases como as proteases possuem aplicacfes interessantes na
acilacdo regiosselectiva e desacilacdo de glicidos (Riva, 2001). E de acrescentar que a
utilizacdo destas enzimas, em solventes organicos, constitui uma abordagem interessante para
a proteccdo selectiva dos diferentes grupos hidroxilo do agucar (Riva et al., 1988; Carrea e
Riva, 2000).

Recentemente, as lipases que possuem selectividade e estabilidade apreciaveis foram
utilizadas na transformacdo de uma grande variedade de compostos organicos (Santaniello et
al., 1992). Particularmente, a lipase B de Candida antarctica (CAL-B, com o nome comercial
Novozym 435) é uma enzima disponivel comercialmente e é utilizada, por exemplo, na
resolugdo de compostos racémicos (Orrenius et al., 1995). De facto, a CAL-B € altamente
estéreo-selectiva tanto na hidrolise (Jacobsen et al., 2003) como na sintese de ésteres (Enaud

et al., 2004; Skupinska et al., 2003; Teng et al., 2005), sendo utilizada para acilar uma

27



variedade de substratos, incluindo produtos naturais, tais como o0s oligossacaridos (Oosterom
et al., 1996; Pedersen et al., 2002), os diterpenos (Khmelnitsky et al., 1997), os triterpendides
(Teng et al., 2004), os flavonoides (Danieli et al., 1993) e as saponinas dos esteroides (Yu et
al., 2001).

2.3.1. Mecanismo catalitico das lipases

A maioria das hidrolases sdo serina-hidrolases. Com efeito, as lipases séo as serina-
hidrolases mais usadas actualmente em biocatalise e, também, possuem um mecanismo
catalitico semelhante a das serina-proteases. Numerosas lipases necessitam de activacao
interfacial para expor o centro activo e a triade catalitica destas enzimas é constituida por
aspartato (ou glutamato), histidina e serina, actuando como um sistema de charge relay
(Brady et al., 1990; Bommarius e Riebel, 2004 b).

A primeira etapa do mecanismo catalitico das lipases, a acilacdo, inicia-se com o
carboxilato do residuo do acido aspartico que estabelece uma ponte de hidrogénio com a
histidina, de seguida o azoto da histidina liga-se ao alcool da serina ainda por uma ponte de
hidrogénio. O resultado deste sistema de cedéncia de carga € o oxianiao da serina que ataca o
carbono carbonilico do primeiro substrato (R;-CO-ORj), formando a acil-enzima
(intermediério tetraédrico) e libertando o primeiro produto (HOR)).

Na segunda etapa, a desacilacdo, o grupo acilo € transferido para o segundo substrato
(HOR3), muitas vezes a agua, que reage de seguida com a acil-enzima para formar o segundo
produto (R;-CO-OR3) e a enzima livre € regenerada.

Note-se que € fundamental a estabilizacdo dos intermediarios oxianido através de
ligacGes de hidrogénio a grupos amina de outros aminoacidos, para a funcdo catalitica da
enzima (Brady et al., 1990; Bommarius e Riebel, 2004 c).

A figura 7 ilustra o mecanismo catalitico das lipases, verificando-se que as reacc¢des de

acilacdo e desacilacdo séo reversiveis.
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Figura 7 - Mecanismo catalitico das lipases. (Adaptado de Muralidhar et al., 2002).
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2.3.2. Dadores de acilo e nucleofilos aceites pelas hidrolases

As hidrolases (Stecher e Faber, 1997; Bornscheuer e Kazlauskas, 2005; Liese et al.,
2006) catalisam a hidrolise e a formagdo de ésteres e amidas, reac¢des essas que Sa0 muitas
vezes referidas como verdes e sustentaveis (Paravidino e Hanefeld, 2011). No entanto, apesar
de ser o caso para a hidrolise, que utiliza a agua como reagente/solvente, ndo se aplica para a
sintese de ésteres e amidas, que requerem um dador de acilo adequado (Faber e Riva, 1992;
Hanefeld, 2003; Chénevert et al., 2006) e um solvente organico (Paravidino e Hanefeld,
2011). Na verdade, a formacdo de um éster a partir de um alcool e um de acido (reaccédo de
trans-esterificacdo), catalisada por uma hidrolase, € uma reaccdo reversivel (Paravidino e
Hanefeld, 2011). Contudo, este problema pode ser evitado e a reac¢do pode ser completa,
usando dadores de acilo activados, em vez de acidos carboxilicos (Paravidino e Hanefeld,
2011).

Existe uma diversidade de dadores de acilo, primeiros substratos aceites pelas
enzimas, que catalisam uma grande variedade de reac¢des que envolvem hidrolases. Assim,
o0s grupos de dadores de acilo mais comuns sdo os acidos carboxilicos, os anidridos, os ésteres

tri-halologenados, os ésteres de oximas, ésteres de enol e 0s metoxiacetatos de alquilo.

No que diz respeito aos ésteres de enol, estes sdo os melhores dadores de acilo
activados e os mais usados numa pequena escala, tais como o acetato de vinilo, o acetato de
isopropenilo e os ésteres de etoxi-vinilo (Degueil-Castaing et al., 1987; Raucher e Bray, 1987;
Wang et al.,, 1988). Concretamente, o leaving group é um enol que tautomeriza
imediatamente na forma ceto (Paravidino e Hanefeld, 2011). Deste modo, nenhum nucleéfilo
permanece e a reaccdo torna-se irreversivel (Paravidino e Hanefeld, 2011). Note-se que
alguns ésteres de vinilo encontram-se disponiveis comercialmente, uma vez que sdo blocos de
construcdo na quimica de polimeros (Paravidino e Hanefeld, 2011). Estes dadores de acilo,
especialmente o acetato de vinilo, sdo frequentemente utilizados em grande excesso, podendo
ser usados como solvente da reaccdo (Paravidino e Hanefeld, 2011).

O acetato de vinilo surge como o dador de acilo mais reactivo e acessivel
economicamente, mas gera uma quantidade estequiométrica de acetaldeido (Paravidino e
Hanefeld, 2011).
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Um exemplo de aplicacdo do acetato de vinilo (figura 8) € a sua utilizacdo na
acetilacdo mediada pela Chirazyme L-2 de um intermediario para a sintese de vitamina A,
pela Roche (Bonrath et al., 2002).

OH

CAL-B (Chirazyme L-2)
Acetato de vinilo / acetona 30:70

7 AN
OH \

OAc

Figura 8 - Acetilagdo mediada pela Chirazyme L-2 de um intermediério para a sintese de vitamina A,
pela Roche, utilizando acetato de vinilo como agente acilante. (Adaptado de Paravidino e Hanefeld,
2011).

Relativamente aos nucledfilos, as hidrolases aceitam uma diversidade de compostos,
além da agua (Carrea e Riva, 2000; Cais e Theil, 2002). Consequentemente, na segunda etapa
da reaccdo catalisada por hidrolases, a acil-enzima transfere o grupo acilo para o segundo
substrato, que pode ser um alcool primario, secundario (Santaniello et al., 2000) ou terciario,

aminas, hidrazina, entre outros, formando ésteres, hidrazidas, amidas, etc.

2.3.3. Selectividade das hidrolases

A capacidade das enzimas de agirem como catalisadores selectivos, numa grande
variedade de reaccdes organicas, ja& € conhecida e foi explorada durante varios anos
(Bornscheuer e Kazlauskas, 1999).

Geralmente, as hidrolases sdo enantiosselectivas e, em alguns casos, até mesmo quase
enantioespecificas (Hanefeld, 2003). Com efeito, o grande valor das hidrolases na sintese
organica deve-se a sua elevada enantiosselectividade (Hanefeld, 2003). Em particular, as
lipases sdo muito utilizadas em resolugdes cinéticas de alcoois secundarios e um modelo para

a sua enantiosselectividade foi estabelecido com a regra de Kazlauskas (Burgess e Jennings,

31



1991; Janssen et al., 1991; Kazlauskas et al., 1991; Xie, 1991). De facto, esta regra empirica
baseia-se na observacdo de que numerosas lipases catalisam preferencialmente a conversao de
um dos enantiémeros tanto na sintese e na reaccao de hidrolise do éster (Hanefeld, 2003). Esta
estéreosselectividade deve-se ao arranjo espacial dos residuos cataliticos (Cygler et al., 1994;
Ema et al., 1998). Especificamente, no caso das aminas primarias quirais, a regra apresenta
resultados fiaveis (Iglesias et al., 1997). Portanto, as hidrolases, para as conversdes cataliticas
de qualquer enantiomero de alcoois primarios e secundarios quirais e de aminas primarias
quirais, seguem, de um modo geral, a regra de Kazlauskas (Ema et al., 2003).

E de salientar que as proteases, como a subtilisina, mostram uma selectividade
previsivel mas possuem enantiosselectividade oposta (Kazlauskas e Weissfloch, 1997).
Contudo, a enantiosselectividade de lipases para acidos quirais ou 0s seus ésteres € menos
previsivel (Hanefeld, 2003).

A estéreoespecificidade de uma lipase depende da estrutura do substrato, da interac¢do
no local activo e das condigdes de reaccdo, nomeadamente do solvente (Drozozowski et al.
1991). As lipases tém a capacidade de reconhecer enantiomeros e grupos enantiotropicos de
moléculas proquirais (Schrag e Cygler, 1997).

Alguns modelos baseados no substrato foram desenvolvidos de modo a prever a
preferéncia enantiomérica de lipases para um substrato quiral (Muralidhar et al., 2002).
Concretamente, para alcoois secundarios, com a CAL-B (Orrenius et al., 1995 a, b) e as
lipases de Alcaligenes QL (Naemura et al., 1996), C. rugosa e P. cepacia (Kazlauskas et al.,
1991), os efeitos estéricos predominam, juntamente com uma preferéncia de tamanho
relacionado com o enantiomero (R) (Muralidhar et al., 2002). Por sua vez, para alcoois
primarios, resolvidos pela lipase do pancreas do porco, as caracteristicas do substrato, distante
do centro estérico, influenciam a estéreo-seletividade, pois a quiralidade ndo esta no grupo

funcional hidroxilo e assim € diferente dos alcoois secundarios (Muralidhar et al., 2002).

Nos anos 80, relatou-se a acilacdo regiosselectiva dos grupos hidroxilo primérios de
glicois alifaticos simples por accdo da lipase do pancreas do porco (Cesti et al., 1985). Desde
entdo, a capacidade das hidrolases de realizar este tipo de transformacdo, em solventes
organicos, foi muito explorada na modificacdo de outros didis e de compostos
polifuncionalizados, como por exemplo os hidratos de carbono, os esteroides e os alcaloides
(Carrea e Riva, 2000).
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E importante reconhecer os estudos pioneiros efectuados por Klibanov relativamente a
aplicacdo de lipases para esterificar regiosselectivamente grupos hidroxilo priméarios ou
secundarios de monossacéridos, bem como a aplicagdo da protease subtilisina para a
modificacdo de glicosideos naturais e de grupos hidroxilo primérios de di- e oligossacaridos
(Riva et al., 1988). De facto, em diversos estudos demonstrou-se que as hidrolases podem ser
aplicadas para a modificagdo regiosselectiva de compostos polifuncionalizados naturais,
especificamente de glicosideos naturais complexos, de flavondides, entre outros (Riva, 2002).

Por sua vez, a exploracdo da quimio-selectividade das hidrolases foi relatada para a
monoacilagdo de amino-alcoois e de sulfanilo-alcoois (Muralidhar et al., 2002) convertendo,

muitas vezes, 0 grupo menos reactivo quimicamente.

2.4. Biocatalise em meios ndo convencionais

O termo meio ndo convencional, em biocatalise, refere-se aos sistemas com solventes
diferentes da &gua ou a adicdo de componentes a sistemas aquosos com intuito de favorecer
propriedades especificas do biocatalisador ou da reaccdo catalisada por este (Krieger et al.,
2004). Os meios ndo convencionais podem ser usados para a biocatalise quer com enzimas ou
com células inteiras (Krieger et al., 2004).

Durante um longo periodo, pensou-se que as enzimas funcionavam eficientemente
apenas em solugbes aquosas (Garcia-Junceda et al., 2004), visto a agua ser 0 meio natural
para a ac¢do das enzimas (Bommarius e Riebel, 2004). Consequentemente, devido a baixa
solubilidade em &gua de muitos compostos organicos, as suas utilizacdes na sintese organica
sdo escassas, representando um obstaculo (Garcia-Junceda et al., 2004). Contudo, este tal
obstaculo levou a procura de sistemas baseados na utiliza¢do de solventes organicos, a fim de
aumentar a solubilidade de substratos hidrofobicos (Khmelnitsky et al., 1988), dando origem
a trés métodos. O primeiro baseia-se no uso de um co-solvente, ou seja, a0 meio aquoso €
adicionado um solvente miscivel com &gua. Por sua vez, o segundo consiste em usar um
sistema bifasico constituido por 4gua e um solvente imiscivel com a agua. Por fim, o terceiro
método baseia-se no uso de um sistema organico quase anidro (Garcia-Junceda et al., 2004).

E de salientar que os meios ndo convencionais sdo interessantes para as hidrolases,

uma vez que baixos teores de agua podem ser utilizados para favorecer as reac¢oes de sintese
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de ésteres e de proporcionar uma melhor solubilidade dos substratos pouco polares (Krieger et
al., 2004).

A descoberta que as enzimas podem funcionar ndo s6 em meios aquosos mas também
em meios organicos permitiu a expansdo do nimero de aplicacBes biocataliticas (Secundo e
Carrea, 2003). Assim, tornou-se possivel modificar ou sintetizar inimeros compostos de
interesse nos campos farmacéutico, agroquimico e da quimica fina, convertendo compostos
hidrofobicos e sintetizando ésteres e amidas com elevada quimio-, régio- e

enantiosselectividade (Secundo e Carrea, 2003).

As interaccdes entre a enzima e a dgua circundante sdo de extrema importancia para a
catalise enzimatica (Kuntz e Kauzmann, 1974). Com efeito, o papel da quantidade de agua no
meio reacional é crucial, uma vez que esta participa directa ou indirectamente em todas as
interagGes ndo covalentes (Kauzmann, 1959; Creighton, 1983), influenciando drasticamente
tanto a actividade e a estabilidade das enzimas, bem como as suas flexibilidades
conformacionais (Klibanov, 1989; Halling, 1994). De igual modo, constatou-se que a
concentracdo de agua Optima para a actividade da enzima varia de solvente para solvente
(Carrea et al., 1995). Verificou-se que a substituicdo total da 4gua por um solvente organico
pode comprometer a funcdo catalitica da enzima, pois, como ja visto, as moléculas de agua
sd0 necessarias para manter a conformacao cataliticamente activa da enzima (Garcia-Junceda
etal., 2004).

Para resolver esse dilema, Klibanov colocou a questdo seguinte: “qual a quantidade de
agua necessaria?” (Klibanov, 1986; Klibanov, 2001). Efectivamente, provou que preservando
a camada de hidratacdo, necessaria para a retencao da actividade catalitica da enzima, o resto
da &gua pode ser substituido por um solvente organico, sem afectar a conformacdo activa
(Garcia-Junceda et al., 2004).

E importante referir que os solventes organicos ndo sd0 meios naturais para as
enzimas, apesar de se assemelharem com o microambiente hidrofobico presente nos
organismos vivos, como por exemplo, o das membranas bioldgicas (Secundo e Carrea, 2002).

Geralmente, em solventes organicos, as enzimas apresentam uma actividade catalitica
inferior do que a observada em agua (Mosbach, 1976). De facto, uma causa responsavel pela
diminuigdo da actividade catalitica das enzimas provém da baixa flexibilidade estrutural da

enzima em solventes ndo-aquosos (Garcia-Junceda et al., 2004). Assim, nestes meios, as
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enzimas sdo muito rigidas (Chen e Arnold, 1993). Na verdade, os solventes organicos nédo
possuem a capacidade de se envolverem em multiplas ligacbes de hidrogénio, como acontece
em meios aquosos (Kikuchi et al., 1999), e também possuem constantes di-eléctricas
inferiores, o que leva a interaccOes eletrostaticas mais fortes nas proteinas (Garcia-Junceda et
al., 2004). Portanto, as altera¢cdes conformacionais da enzima sao responsaveis pela sua baixa
eficiéncia catalitica, verificada em solventes organicos, em comparagdo com aquela em
solugdes aquosas (Secundo e Carrea, 2002).

A polaridade do solvente organico pode ser uma causa para a diminuicdo da actividade
enzimatica. Com efeito, a actividade enzimatica é geralmente mais elevada em solventes
hidrofébicos do que em solventes mais hidrofilicos, uma vez que os primeiros ndo retiram a
agua essencial das enzimas (Zaks e Klibanov, 1988 a; Guisan et al., 1991). Desta forma, a
quantidade de agua adequada no meio reacional € um parametro critico (Zaks e Klibanov,
1988 a), logo, para optimizar a actividade enzimatica, deve-se escolher eficientemente o
solvente organico, garantindo que a quantidade de 4gua necessaria seja mantida.

O logaritmo do coeficiente de partilha, log P, € uma medida quantitativa da polaridade
do solvente (Laane et al., 1987). Como regra geral, em solventes organicos, a biocatalise em
solventes polares é baixa com log P < 2, é moderada em solventes com log P compreendido
entre 2 e 4, e é elevada em solventes apolares com log P > 4 (Laane et al., 1987). Portanto,
esta correlacdo entre a polaridade e a actividade enzimatica corresponde a capacidade de
solventes organicos em alterar a camada de dgua necessaria que estabiliza a enzima (Laane et
al., 1987).

Também, o pH é um dos factores fundamentais para a actividade enzimética, mas néo
tem significado em solventes organicos (Garcia-Junceda et al., 2004). Adicionalmente, o
estado de ionizagdo dos grupos ionogénicos da enzima, que sdo retidos no estado solido e no
solvente organico, € também importante para a actividade da enzima (Garcia-Junceda et al.,
2004).

Em suma, a reducédo da actividade catalitica das enzimas em solventes organicos pode
ser atribuida a diferentes causas, tais como as limitacdes difusionais, as elevadas
concentracdes de substrato, a restricdo da flexibilidade da proteina, a baixa estabilizacdo do
intermediario enzima-substrato e, até mesmo, a desnaturacdo parcial da enzima por
liofilizagdo, que se torna irreversivel em solventes anidros, assim como a hidratagéo
inadequada do biocatalisador (Klibanov, 1997). Contudo, ajustando os parametros da reaccao,

as actividades enzimaticas em meios organicos pode ser comparaveis com as obtidas em agua
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(Klibanov, 1997). Assim, se usadas optimamente, as enzimas sdo capazes de funcionar téo

bem em meios organicos como em meios aquosos (Klibanov, 1997).

A Dbiocatalise em meio organico oferece inimeras vantagens. Efectivamente, a
insolubilidade em agua de muitos compostos comercialmente relevantes, as diversas reacgdes
colaterais promovidas pela agua, o equilibrio termodindmico prejudicial de numerosos
processos em agua e as dificuldades de recuperacdo do produto a partir de meios aquosos séo
razdes que apoiam tal mudanca (Klibanov, 1997). As enzimas, em solventes organicos,
interagem de forma directa com o meio e a desidratacdo prévia das mesmas conferem-lhes
novas e notaveis propriedades, incluindo uma maior estabilidade, especificidade, uma
selectividade alterada que pode ser controlada pelo solvente e pela memoria molecular (Zaks
e Klibanov, 1984; Carrea et al., 1995; Adamczak e Krishna, 2004).

De facto, as enzimas sdao mais termoestaveis em solventes organicos do que na agua
(Klibanov, 2001). Por exemplo, quando colocadas em solventes organicos, as enzimas
tornam-se muito mais estaveis contra a protedlise, causa comum de inactivacdo em agua
(Zaks e Klibanov, 1988 b). Ou seja, como as enzimas e as proteases (excretadas por
microrganismos contaminantes) sdo insolUveis nestes meios, a protedlise é suprimida
(Klibanov, 2001). Por isso, o risco de contaminacdo microbiano é inferior em sistemas ndo
aquosos (Krieger et al., 2004). E de realcar o facto das enzimas serem insoltveis em meios
organicos permitir a sua facil recuperacéo por filtracdo e reutilizacéo e eliminar a necessidade
de imobilizacdo (Zaks e Klibanov, 1985). Adicionalmente, em solventes organicos, as
enzimas sdo capazes de catalisar novas reacgdes dificeis em agua, devido a restricGes
cinéticas ou termodindmicas (Zaks e Klibanov, 1985; Koskinem e Klibanov, 1996).
Consequentemente, um nimero de conversfes enzimaticas Uteis e interessantes, em solventes
organicos, foi explorado, incluindo a acilacdo regiosselectiva de glicois (Cesti et al., 1985) e
de acgUcares catalisada por lipases, entre outras (Zaks e Klibanov, 1988 b).

Além disso, a selectividade de enzimas varia com a mudanca de solvente (Wescott e
Klibanov, 1994; Carrea et al., 1995). Esta mudanca inclui variacbes de régio- e
quimiosselectividades, bem como de selectividades do substrato, enantioméricas e proquirais
(Klibanov, 2001). Em meios organicos, as enzimas tais como as hidrolases podem catalisar
esterificacOes e trans-esterificacdes, com altos rendimentos de produto (Carrea et al., 1995).
Ainda, a selectividade das enzimas, em solventes organicos, pode ser controlada e até mesmo
invertida pelo solvente (Wescott e Klibanov, 1994). Especificamente, a enantiosselectividade

das enzimas depende marcadamente do solvente (Noritomi et al., 1996).
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Outras vantagens dos meios organicos é a melhoria da solubilidade da maioria dos
compostos organicos, aumentando a produtividade volumétrica do sistema de reaccéo (Zaks e
Klibanov, 1985; Cabral et al., 1997). O equilibrio de uma reac¢do pode ser deslocado a favor
do produto, que pode ser extraido na fase orgéanica, facilitando assim a recuperacdo do
biocatalisador e do produto (Zaks e Klibanov, 1985; Cabral et al., 1997). Ainda, os bons
rendimentos de produto que sdo conseguidos por reducdo da quantidade de substrato, e a
prevencdo de reacgdes secundarias indesejadas (Cabral et al., 1997), nomeadamente a

desnaturacéo de enzimas (Secundo e Carrea, 2003).

2.5. A biocatalise no ambito da Quimica Verde

Como apontado por Paul Anastas "a Quimica Verde é uma abordagem abrangente, que
é aplicavel a todos os aspectos da quimica™ (Anastas, 2002). Especificamente, a quimica
verde, ou quimica sustentavel, é o design de produtos e processos quimicos que reduzem ou
eliminam o uso e a geracao de residuos de substancias perigosas (Bommarius e Riebel, 2004;
Anastas et al., 2000).

O design de produtos e de processos ambientalmente benignos pode ser guiado pelos
Doze Principios da Quimica Verde (Anastas e Warner, 1998 a; Anastas e Williamson, 1998
b). Estes Doze Principios apontam para a melhoria da eficiéncia do processo e para a reducdo
da geracéo de residuos e do consumo de energia (Tao e Xu, 2009).

Deste modo, o objectivo ultimo da Quimica Verde é o alcance de uma prosperidade

ambiental e econémica essencial, num mundo sustentavel (Anastas e Kirchhoff, 2002).

Muitas vezes, a catalise é referida como um "pilar fundamental” da Quimica Verde
(Anastas et al., 2001). As reaccdes cataliticas (Manzer, 1994; Murahshi et al., 2000)
aumentam a selectividade e reduzem as exigéncias energéticas, pois permitem a utilizacéo de
matérias-primas renovaveis ou minimizam a quantidade de reagentes necessarios (Anastas e
Kirchhoff, 2002; Bommarius e Riebel, 2004). Além disso, a biocatalise, na maioria dos casos,
utiliza reagentes menos téxicos (Collins et al., 1998; Woodley, 2008) e, ainda, € capaz de
evitar os passos de proteccdo, logo reduz o nimero total de passos numa sintese, contribuindo

para o desenvolvimento de sinteses verdes (Woodley, 2008).
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Outros atributos da catalise bioldgica séo as baixas temperaturas e pressdes requeridas,
os reduzidos consumos de metais e de solventes organicos, o facto de os catalisadores
biolégicos serem biodegradaveis, a diminuicdo de residuos gerados (Bommarius e Riebel,
2004), as reducdes de custos e o0s cofactores utilizados ndo sdo toxicos, produzindo residuos
inofensivos (Woodley, 2008).

Actualmente, a inddstria farmacéutica tem em consideracdo os principios da Quimica
Verde. Com efeito, a biocatélise € uma tecnologia que pode ajudar a enquadrar 0s processos

sintéticos nos objectivos da Quimica Verde (Woodley, 2008).

2.6. Sintese enzimatica de derivados de compostos
polifendlicos

2.6.1. Os compostos polifendlicos em transformacoes selectivas

Os compostos polifendlicos apresentam uma grande diversidade de actividades
bioldgicas e farmacoldgicas, com discutido anteriormente na seccdo 1. Adicionalmente, sao
utilizados como substratos em transformacdes selectivas para melhorar as suas propriedades,
podendo até apresentar novas propriedades interessantes. De facto, uma das primeiras
transformacdes biocataliticas reportada foi a acilacdo enzimatica regiosselectiva (Cesti et al.,
1985). Como uma grande parte dos produtos naturais sdo poli-hidroxilados, constituem
substratos interessantes para este tipo de processos (lkan, 1999). Deste modo, diversos
exemplos na literatura descreveram a sintese de derivados acilados com melhores actividades
bioldgicas, estabilidades e biodisponibilidades em relacdo ao composto inicial.

Repare-se que as enzimas mais utilizadas para realizar reaccdes de acilacdo sdo

predominantemente as hidrolases (Gonzalez-Sabin et al., 2011).

Assim, no caso de flavondides (compostos polifendlicos mais abundantes na
Natureza), a biotransformacdo é implementada para modificar as suas estruturas, o que leva a
alteracdo das suas propriedades fisico-quimicas e a melhoria das suas biodisponibilidades e,
portanto, das propriedades biologicas dos compostos iniciais, aumentando a diversidade
estrutural dos flavonodides (Wang et al., 2010).
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Na verdade, a maior parte dos flavondides possui uma solubilidade e estabilidade
reduzidas em meios aquosos e organicos (Ishihara e Nakajima, 2003; Tommasini et al., 2004;
Chebil et al., 2007). De modo a melhorar as propriedades dos flavonoides, varios
investigadores estudaram a modificacdo das suas estruturas por reac¢bes quimicas,
enzimaticas ou quimio-enzimaticas (Chebil et al., 2006; Haddad et al., 2006). Deste estudo, as
reaccOes de glicosilacdo e de acilacdo receberam uma atencdo especial (Chebil et al., 2006).
Com efeito, a primeira reaccdo permitiu aos flavondides reforgar o seu caracter hidrofilico
atraves da adicdo de acUcares, e, por sua vez, a segunda reac¢do tornou estes compostos mais
hidrofobicos por ligacdo de acidos gordos (Chebil et al., 2006). A acilacdo enzimatica de
flavondides por lipases, com &cidos fendlicos, € mais regiosselectiva logo promissora
comparada com a acilacdo quimica, visto que esta Ultima pode conduzir a uma
funcionalizacdo indesejada de grupos hidroxilo fenolicos que sdo responsaveis pela actividade
antioxidante dos flavondides (Rice-Evans et al., 1996). Por conseguinte, a acilacdo enzimatica
destes compostos pode melhorar as suas solubilidades em varios meios, as suas estabilidades
(Fossen et al., 1998; Ishihara e Nakajima, 2003) e, ainda, as suas actividades antioxidantes
(Tamura e Yamagami, 1994).

Note-se que a modificacao biocatalitica da estrutura dos flavondides, do rendimento de
conversdo, do numero e das proporcdes relativas de produtos sintetizados é dependente da
natureza da enzima, do solvente e do substrato (Wang et al., 2010).

Numerosos compostos glicosilados naturais sdo moléculas farmacologicamente
importantes que possuem propriedades interessantes (Kren, 2001). Por exemplo, os flavonois
glicosilados e os seus ésteres sdo um importante grupo de compostos naturais activos e
amplamente distribuidos no reino vegetal (Riva, 2002). Devido a presenca de varios grupos
reactivos tanto nas suas porcées glicosidicas como nas suas porcdes aglicona, estes compostos

sdo substratos delicados para a esterificagdo enzimatica (Riva, 2002).

2.6.2. Aplicacdo de hidrolases em transformac6es selectivas de
compostos polifenolicos
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Diversos estudos mostram que os compostos polifendlicos e os glicosideos podem ser
selectivamente acilados em grupos hidroxilo especificos, pela accdo de um éster activado e na
presenca de uma hidrolase adequada, suspensa num solvente organico (Riva, 2002).

Como ja discutido na seccdo anterior, para melhorar as propriedades biologicas e
farmacoldgicas dos flavondides e de outros compostos polifendlicos, a sua derivatizacdo por
glicosilagdo ou por acilacdo, aplicando métodos enzimaéticos regiosselectivos tem sido
explorado (Chebil et al., 2007).

A CAL-B tem demonstrado ser um bom catalisador para a acilacdo selectiva de
glicosideos complexos que possuem grandes porcdes agliconas e de polissacaridos (Bertinotti
et al., 1994; Danieli e Riva, 1994; Danieli et al., 1995) e a maioria dos estudos que tratam da
acilacdo de flavondides foi realizada com formas glicosiladas usando esta mesma enzima
(Nakajima et al., 1999; Ishihara e Nakajima, 2003; Ardhaoui et al., 2004; Mellou et al.,
2006).

As estruturas dos flavondides governam as suas actividades biologicas (Chebil et al.,
2007). Para preservar os efeitos benéficos dos flavonoides em diversas aplicagdes, deve-se ter
cuidado com o namero, as posicdes e 0s tipos de substituintes introduzidos através da reac¢édo
de acilacdo (Cos et al., 1998; Chebil et al., 2007). Na presenca de um grupo glicosilo, a
acilacdo enzimatica ocorre preferencialmente no aglcar e ndo na aglicona.

Geralmente, as lipases e as proteases ndo sdo afectadas pela natureza da aglicona do
substrato (Riva, 2002). Deste modo, os locais de acilacdo podem ser previstos a partir de
resultados obtidos com glicosideos semelhantes. A titulo de exemplo, a esterificacdo de
unidades do a-L-ramnopiranosilo catalisada pela CAL-B tera lugar no grupo hidroxilo do C-
4, a acilagdo de um derivado B-D-glucopiranosilo pela ac¢do da subtilisina ocorrera no grupo

hidroxilo priméario do C-6 e, em seguida, no grupo hidroxilo C-3 (Riva, 2002).

No caso particular da isoquercitrina (figura 9), flavondide mono-glicosilado derivado
da quercetina, esta foi objecto de intensos estudos com hidrolases. Efectivamente, em 2006,
Ghoul e colaboradores estudaram a acilacdo enzimatica de flavondides, nomeadamente da
isoquercitrina, com 0 objectivo de avaliar a capacidade de acilacdo das lipases mais
vulgarmente utilizadas, ou seja, a lipase B de Candida antarctica e a lipase de Pseudomonas
cepacia, procedendo a sua acilacdo, usando um grande excesso de acetato de vinilo (Chebil et
al., 2006, 2007). De igual modo, um ano depois, Chebil e colaboradores utilizaram 0 mesmo
dador de acilo, as mesmas enzimas e 0 mesmo flavondide, em acetona, para investigar o

efeito de diversos factores (origem da lipase, a natureza do solvente, razdo molar dos
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substratos e a natureza do flavondide) sobre o desempenho e a regiosselectividade da reac¢édo
de acilacéo (Chebil et al., 2007).

Figura 9 - Estrutura da isoquercitrina e numeracéo dos respectivos carbonos.

Diversos autores incluindo Riva (Riva et al., 1996), Danieli (Danieli et al., 1997),
Nakajima (Nakajima et al., 1999), Gao (Gao et al., 2001), Kontogianni (Kontogianni et al.,
2001, 2003) e Mellou (Mellou et al., 2005), pela comparacdo de diferentes solventes,
relataram que a maior actividade da CAL-B é alcancada na presenca de acetona ou huma
mistura de acetonitrilo/piridina (Chebil et al., 2006).

As duas enzimas, que intervém neste estudo, catalisaram a acetilagdo da isoquercitrina
(Chebil et al., 2007).

Nestas duas investigacdes, verificou-se que a lipase PS catalisou preferencialmente a
acilacdo deste flavonodide, primeiramente, na posicdo C-6"’ e, seguidamente, na posi¢do C-4’
e, por sua vez, a CAL-B procedeu a acilacdo da isoquercitrina na sua porcao agucar, nas
posi¢bes C-6°’, C-3>’ e C-2" e analises espectroscopicas provaram que a acetilacdo deste
composto ocorreu apenas na parte agtcar da molécula (Chebil et al., 2007; Gonzalez-Sabin et
al., 2011).

E de salientar que, tanto com a lipase PS como com a CAL-B, foi possivel isolar
derivados mono- e diacilados, com bons rendimentos.

Estes resultados sugerem que a regiosselectividade da reac¢do depende principalmente
da classe dos grupos hidroxilo disponiveis (primarios, secundarios e fendlicos) e das suas
posicdes (Chebil et al., 2007). Quando um grupo hidroxilo priméario (da glucose) esta
presente, a acetilacdo tem lugar preferencialmente nesta posi¢do, como acontece com a
isoquercitrina (Chebil et al., 2007).
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De um modo geral, conclui-se que a CAL-B acila regiosselectivamente uma ampla
variedade de flavonoides glicosilados, embora sempre focalizada na porgéo agucar (Gonzalez-
Sabin et al., 2011). Por seu lado, a lipase PS pode operar tanto nas agliconas dos flavonoides
como nas suas porc¢des glicosidicas (Gonzalez-Sabin et al., 2011). Geralmente, num composto
polifendlico glicosilado, os grupos hidroxilo da porgdo acucar, especialmente 0 seu grupo
hidroxilo primério, sdo acilados mais facilmente do que aqueles localizados na porcéo
aglicona, (Gonzélez-Sabin et al., 2011).

A acetilacdo enzimatica da isoquercitrina também foi investigada em varios solventes,
tais como acetonitrilo, acetona e alcool ter-amilico, usando como biocatalisador a lipase PS
(Chebil et al., 2007). Na acetilacdo enzimatica deste flavondide em acetona, acetonitrilo e
alcool ter-amilico, obtiveram-se produtos mono-, di- e tri-acetatos (Chebil et al., 2007). A
formacdo do di- e tri-acetatos estd associada com a deplecdo do mono-acetato (Chebil et al.,
2007). A comparacdo destes dados, verifica-se que a influéncia da natureza do solvente
depende da natureza do flavondide (Chebil et al., 2007). No entanto, nenhum efeito sobre a
regiosselectividade da acetilagéo foi observado qualquer que seja o solvente utilizado (Chebil
et al., 2007). As percentagens dos mono-, di- e tri-acetatos resultantes diferiram com a
natureza do flavondide e do solvente (Chebil et al., 2007). Contudo, para a CAL-B, varios
estudos relataram que a formacdo de tri-éster ndo leva a uma diminuicdo do mono-éster
(Arcos et al., 1998 a, 1998 b).

Da mesma forma, Humeau e colaboradores realizaram um estudo metddico acerca da
influéncia do comprimento da cadeia do dador de acilo na eficiéncia da trans-esterificacéo
enzimatica da isoquercitrina, catalisada pela CAL-B (Salem et al., 2010). Embora a CAL-B
seja mais activa com dadores de acilo que apresentam comprimentos de cadeias curtas a
médias, a regiosselectividade foi também excelente com dadores de acilo com cadeias longas
(Gonzélez-Sabin et al., 2011). Deste estudo resultaram ésteres com melhores actividades do

que a molécula parental (Gonzélez-Sabin et al., 2011).

Em geral, a escolha do biocatalisador depende da regiosselectividade pretendida e da
natureza do flavondide, do dador de acilo e do solvente (Chebil et al., 2006). Porém, a CAL-B
e a lipase PS parecem ser as melhores enzimas para a sintese de ésteres de flavonoides

glicosilados ou ndo, respectivamente (Chebil et al., 2006).

Danieli e colaboradores foram os pioneiros na investigacdo da regiosselectividade na

sintese de ésteres de flavonoides (Danieli et al., 1989, 1990; Danieli e Riva, 1994). Estes
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investigadores mostraram que a acilacdo da isoquercitrina e da luteolina-7-glucosido pela
protease subtilisina como biocatalisador e o butanoato de tri-fluoro-etilo como dador de acilo,
origina mono- e di-ésteres na posicdo C-6’ ¢ C-3”’ da glucose (Danieli et al., 1989). Estes
resultados indicam que, quando o butanoato de tri-fluoro-etilo € utilizado, a
regiosselectividade ndo é afectada pela posicdo da ligacdo da glucose a aglicona, mas é
afectada pela natureza do residuo de agucar (Chebil et al., 2006). De facto, a mesma reac¢éo
com a quercitrina (flavon6ide com uma ramnose) ndo ocorreu (Danieli et al., 1990), pois a
estrutura do dissacéarido afecta a regiosselectividade (Chebil et al., 2006). Mostraram ainda
gue com a rutina, a naringina e a hesperidina, apenas os mono-ésteres foram produzidos e a
ligacdo teve lugar na glucose, enquanto que com o peltatésido foram sintetizados mono- e di-
ésteres (figural0) (Chebil et al., 2006).

Subtilisina

Figura 10 - Locais de acilacdo do peltatdsido pela subtilisina, originando derivados mono- e
diacilados.

Na presenca da CAL-B, Danieli e colaboradores, em 1997, indicaram que esta enzima
acila a rutina nos alcoois secundarios C3”’ e C4’”’, visto que o alcool primério ndo se encontra

disponivel (Chebil et al., 2006).

Recentemente, demonstrou-se que também é possivel usar a CAL-B para introduzir
directamente por¢des fenilpropendicas nos flavonoides glicosilados (Nakajima et al.,1999;
Gao et al., 2001; Kontogianni et al., 2001).

A acilagdo de compostos polifendlicos naturais aumenta a diversidade estrutural e, de
igual modo, altera as suas propriedades fisicas e quimicas, o que pode resultar na modificagdo
das suas propriedades farmacoldgicas, tais como a biodisponibilidade e a eficacia
farmacéutica (Danieli et al., 1993; Oosterom et al., 1996; Khmelnitsky et al., 1997; Yu et al.,

2001; Pedersen et al., 2002). Por conseguinte, a acilagdo regiosselectiva de dois glicosideos
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iridéides (acido asperulosidico acilado e desacilado) e do resveratrol, aplicando a CAL-B na
presenca de trés dadores de acilo (acetato de vinilo, decanoato de vinilo e cinamoato de
vinilo), foi investigada (Teng et al., 2005).

A acilacdo regiosselectiva dos dois glicosideos iridoides pela CAL-B, na presenca de
acetato de vinilo, gerou dois derivados (Teng et al., 2005). Nos dois casos, a acetilacdo
ocorreu apenas na por¢do glucose sem reacgdo da aglicona e o grupo hidroxilo secundario no
C-3’ da porcao glucose foi mais reactivo do que o grupo hidroxilo primario no C-6’ da
glucose (figura 11) (Teng et al., 2005). As acilacdes dos dois glicosideos iridoides catalisadas
pela mesma enzima mas, agora, com decanoato de vinilo e cinamoato de vinilo foram lentas e
originaram rendimentos baixos (Teng et al., 2005). Por fim, esta enzima também catalisou a
acetilagdo do resveratrol com acetato de vinilo, formando-se o resveratrol 4’-O-acetilado
como unico produto (Nicolosi et al., 2002), enquanto que as reac¢fes com o decanoato de

vinilo e o cinamoato de vinilo foram lentas e os produtos complexos (Teng et al., 2005).

COOH

OH

OR;

acido asperulosidico desacilado: R=R; =R, = H
acido asperulosidico: R = Ac,R; =R, =H

Figura 11 — Acilag@o dos dois glicosideos iridoides nas posigdes 3° e 6°, utilizando a CAL-B como
biocatalisador.

Os é&cidos auredlicos (exemplo na figura 12) sdo policetideos aromaéticos penta-
glicosidicos contendo um ndcleo tri-ciclico que possuem propriedades antitumorais e outras
(Lombo et al., 2006; Remers, 1979; Skarbek e Speedie, 1981).

Para melhorar as suas propriedades, varias abordagens sintéticas e procedimentos
biossintéticos combinatorios foram realizados para descobrir novos analogos destes acidos
auredlicos com um melhor indice terapéutico (Remsing et al., 2003; Menendez et al., 2004).
Assim, muitos dadores de acilo, tais como o decanoato de vinilo, o benzoato de vinilo, 0
crotonato de vinilo, o sorbato de vinilo, o divinilo adipato e o carbonato de di-alilo, foram

testados para a acilacao regiosselectiva destes acidos (Gonzalez-Sabin et al., 2011).
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Além disso, as enzimas CAL-A (lipase A de Candida antarctica) e CAL-B foram
muito selectivas em varios casos (Gonzélez-Sabin et al., 2011). Como regra geral, a CAL-B
dirige preferencialmente a acilacdo para os grupos hidroxilo do C-4’ e do C-3, enquanto que a
CAL-A acila os grupos hidroxilo C-3 e C-4 (Gonzélez-Sabin et al., 2011). Portanto,
dependendo do dador de acilo testado, pode ser possivel isolar ndo s6 produtos mono-
acilados, mas também di-acilados com excelentes rendimentos (Gonzélez-Sabin et al., 2011).
E de salientar que a CAL-A catalisa apenas a trans-esterificacdo de grupos hidroxilo di-
equatoriais localizados nas porcdes actcar (Gonzalez-Sabin et al., 2011).

A avaliagdo in vitro dos derivados obtidos mostraram uma melhor actividade

antitumoral do que os compostos padrdo (Nufiez et al., 2011).

IS

HO
HO

CAL-A

OH CAL-B

Figura 12 - Acilagdo regiosselectiva da mitramicina (&cido aureolico). Note-se os locais preferenciais
de acilagéo tanto da CAL-A como da CAL-B.
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3. Objectivos do trabalho

A aplicacdo de hidrolases na modificacdo estrutural de compostos polifendlicos

permite obter novos derivados tirando partido da elevada regiosselectividade das enzimas.

O objectivo geral do presente trabalho consiste em estudar modificacGes estruturais de
um estilbeno glicosilado, através da biocatélise, de modo a melhorar as suas propriedades
bioldgicas e farmacoldgicas.

Concretamente, com este trabalho pretende-se optimizar as condi¢Ges reaccionais
necessarias para a sintese enzimética de derivados acilados da polidatina, isolar e identificar
os derivados obtidos e, por fim, aprofundar o conhecimento da selectividade das lipases na

transformacdo de compostos polifendlicos glicosilados.
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I1. Parte Experimental
1. Material e métodos

1.1. Instrumentacéao

Todas as reaccdes enzimaticas realizadas foram efectuadas num agitador orbital New
Brunswick Scientific, Classic Series, C24 Incubator Shaker, a 45 °C e 190 rpm.

A evaporacédo dos solventes foi efectuada no evaporador rotativo Bichi Switzerland,
Vacuum Controller VV-850.

Os pontos de fusdo, pf, foram determinados num aparelho Buchi Melting Point B-540
mas ndo foram corrigidos.

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de protdes, RMN H, e de carbono
13, RMN C, foram obtidos em equipamentos operando a 500 MHz e 125 MHz,
respectivamente.

Os espectros de Infravermelho, 1V, foram obtidos a partir de um espectrofotémetro
Jasco FT/R-420.

A cromatografia em camada fina, CCF, foi efectuada em placas de aluminio de silica
gel 60 UVyss Macherey-Nagel utilizando como eluente  uma mistura de
cloroférmio/acetona/acido acético (60:35:5) e detectada através de luz UV, a 254/366 nm
(lampada UV Desaga Heidelberg, UVIS, a 254/366 nm). E de salientar que os cromatogramas
também foram, em raros casos, imergidos numa solucdo de p-anisaldeido em metanol e acido

cloridrico, com posterior aquecimento a 100 °C, seguindo o método de Komarosky.

1.2. Reagentes e solventes

Todos os reagentes e solventes foram adquiridos comercialmente. Os solventes usados
(acetona, acetato de etilo, tetra-hidrofurano, acetonitrilo, etilmetilcetona, tolueno, cloroférmio,
éter de petréleo, metanol, éter dietilico) foram obtidos da Fisher Scientific e da Panreac.

O substrato polifendlico glicosilado, a polidatina, foi obtida da Aldrich.
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A lipase B de Candida antarctica imobilizada foi adquirida da Sigma-Aldrich e a
lipase de Pseudomonas cepacia da Aldrich.

Relativamente aos diferentes dadores de acilo, o acetato de vinilo, o cinamato de
vinilo e o decanoato de vinilo foram fornecidos pela Aldrich. Por sua vez, o butirato de vinilo
e 0 anidrido succinico foram obtidos da Fluka. Por fim, o oleato de vinilo foi preparado

previamente no laboratorio de Quimica Farmacéutica.

1.3. Acilacéo enzimatica de grupos hidroxilo da polidatina

1.3.1. Definicdo das condicdes de reaccdo de acetilacdo
regiosselectiva da polidatina

1.3.1.1. Ensaios de screening

Prepararam-se doze reac¢des com a polidatina como substrato (composto 1). Num
grupo de seis, usou-se a CAL-B como catalisador e no segundo grupo a lipase PS. Nos dois
grupos, utilizaram-se 0os mesmos solventes: acetona, acetonitrilo, tetra-hidrofurano,
etilmetilcetona, acetato de etilo e tolueno e o dador de acilo acetato de vinilo. E de salientar
que quando se aplicou o acetato de etilo como solvente, este também funcionou como dador
de acilo, ndo tendo sido adicionado acetato de vinilo. Por conseguinte, em cada grupo de
enzimas, fez-se variar os diversos solventes e os dois agentes acilantes de modo a avaliar o
melhor solvente para as duas enzimas e, portanto, a melhor combinacdo enzima-solvente-
dador de acilo. Em suma, em cada ensaio, a polidatina adicionou-se o solvente, seguido do
dador de acilo e, por fim, da enzima no interior de um frasco. Seguidamente, os frascos
fechados foram colocados no agitador orbital a 190 rpm e a 45 °C, e a evolucdo das reaccdes

foi controlada por Cromatografia em Camada Fina (CCF).
A tabela 1 resume os ensaios de screening efectuados com indicagdo da enzima,

solvente e dador de acilo empregues em cada ensaio e as respectivas quantidades adicionadas

bem como os respectivos resultados, apos quatro dias de reaccao.
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Tabela 1 - Ensaios de screening das condicGes reaccionais para a acetilacdo enzimatica da polidatina,
usando 2 mg de substrato e 2 mg de catalisador em 0,9 mL de solvente, na presenca de 0,1 mL de
agente acilante.

Cadigo
da Enzima Solvente Agente acilante Resultado apds 96h
reaccao
g Acetona
b Acetonitrilo - Mistura de dois
: Acetato de vinilo
c Tetra-hidrofurano produtos
CAL-B ; )
d Etilmetilcetona
e Acetato de etilo Acetato de etilo Um produto
f Tolueno N&o houve reaccao
g Acetona
h Acetonitrilo Acetato de vinilo
[ . Tetra-hidrofurano Um produto
i Lipase PS X ; P
j Etilmetilcetona
k Acetato de etilo Acetato de etilo
I Tolueno Acetato de vinilo N&o houve reaccao

1.3.2. Ensaios em maior escala

Nestes ensaios, com vista ao isolamento de derivados acilados da polidatina, utilizou-
se a CAL-B ou a lipase PS como catalisadores, e a acetona como solvente. Todas as reaccdes
foram colocadas no agitador orbital a 190 rpm e a 45°C, durante um ou varios dias, e a

evolucdo das reacgdes foi controlada por Cromatografia em Camada Fina.

1.3.2.1. Sintese da polidatina 6’’-monoacetato

Montou-se a reac¢do 2, utilizando como biocatalisador a lipase PS e o acetato de
vinilo como agente acilante. Note-se que o derivado pretendido era 0 monoacilado. Assim,
num frasco adicionou-se 70 mg (0,18 mmol) de polidatina, a esta juntou-se 3 mL de acetona e
0,5 mL (5,42 mmol) de acetato de vinilo e, por fim, a esta solucdo adicionou-se 70 mg de
lipase de Pseudomonas cepacia. De seguida, o frasco foi fechado com uma tampa apropriada
e foi colocado no agitador orbital para a reaccdo ser agitada a 190 rpm, a 45 °C. A reacgéo

estava completa apos vinte e um dias, verificando-se por CCF uma mistura de dois produtos,
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mas uma mancha apresentava-se mais intensa que a outra. Posteriormente, procedeu-se a
filtracdo da enzima e, apos esta etapa, o solvente foi evaporado parcialmente com ajuda de um
evaporador rotativo, resultando num residuo em solugdo. A este Ultimo, juntou-se uma
pequena quantidade de silica gel, voltando a mistura a ser evaporada. Seguidamente, levou-se
a mistura seca resultante para a coluna cromatografica para purificar o produto, usando como
eluente inicial uma mistura de uma solugdo destilada (cloroférmio, acetona e metanol) com
acetona, na proporcao de 3:1. Finda esta etapa, resultou um produto purificado, produto 2a.
Esta ultima apresentou-se na forma de Oleo, logo, de modo a forcar a sua precipitacéo,
adicionou-se umas gotas de éter dietilico ao produto e deixou-se evaporar a temperatura
ambiente. Depois de alguns dias, o produto precipitou originando um pé branco amarelado
(figura 17, rendimento 76 %).

Polidatina 6°’-monoacetato

pf 102,9-104,9 °C. RMN *H (500 MHz, CDCls/ DMSO-de): & = 2,04 (3H, s, 6°>-OCOCHs3);
3,48 (1H, t, 4°-H); 3,62 (1H, td, J = 7,99 Hz, 2°-H); 4,30 (1H, dd, J = 6,70 Hz, 37>-H); 4,44
(1H, d, J=10,71 Hz, 5°-H); 4,53 (1H, s, 6>>-H); 4,90 (1H, d, J = 7,00 Hz, 1°°-H); 6,50 (1H, s,
4-H); 6,68 (1H, d, J = 15,88 Hz, 6-H); 6,76 (1H, s, 2-H); 6,82 (3H, m, 3’-H, 5’-H, a-H); 6,96
(1H, d, J = 16,24 Hz, B-H); 7,32 (1H, d, J = 8,44 Hz, 2>-H); 8,74 (1H, s, OH); 8,83 (1H, s,
OH) ppm. RMN C (125 MHz): 5 = 165,88 (C=0); 153,35; 153,01; 151,92; 134,42; 123,53;
123,29; 122,47; 120,28; 110,52; 102,64; 100,71; 98,34; 95,65; 68,69; 68,02; 65,00; 58,43;
48,85; 15,56 ppm. 1V (ATR): vmsx - 833,1; 962,3; 1073,2; 1143,6; 1173,5; 1457,0; 1508,1;
1597,7; 1704,8; 3353,6 cm™.

Nota-se que os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (de protdo e de carbono)
e de Infravermelho da polidatina (composto 1) e da polidatina 6’’-monoacetato (produto 2a)

encontram-se na secgdo apéndices (figuras 26-31).

Montou-se novamente esta reaccdo mas agora com a CAL-B como biocatalisador e a
etilmetilcetona como solvente (reaccdo 3). Note-se que as quantidades de substrato e de
enzima foram modificadas. Assim, num frasco adicionou-se 50 mg (0,18 mmol) de polidatina,
3 mL de etimetilcetona e 0,5 mL (5,42 mmol) de acetato de vinilo, e a esta solucéo adicionou-
se 50 mg de lipase B de Candida antarctica. De seguida, o frasco foi fechado e foi colocado

no agitador orbital para a reacc¢do ser agitada a 190 rpm, a 45 °C. A reacgdo estava completa
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apos dois dias, verificando-se por CCF uma mistura de dois produtos, mas uma mancha
apresentava-se mais intensa que a outra. E de salientar que o derivado pretendido ainda era o
monoacilado e que o factor de retencdo em CCF deste produto era igual ao produto em que se

utilizou a lipase PS como biocatalisador e a acetona como solvente.
A tabela seguinte apresenta as reaccdes efectuadas em maior escala, com indicagéo da

enzima, solvente e dador de acilo utilizados e as respectivas quantidades adicionadas em cada

ensaio, durante um ou varios dias, indicando ainda os derivados pretendidos.
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Tabela 2 - Acilacdo regiosselectiva da polidatina com diversos dadores de acilo catalisados por CAL-B, usando acetona como solvente.

Numero de Massa Volume Volume NuUmero de Duracio
Codigo Massade equivalentes  de de equivalentes . ¢
- de Agente Derivado da
de polidatina de CAL- > agente  de agente . ~
~ e solvente  acilante . . pretendido  reaccéo
reaccao (mg) polidatina B (mL) acilante acilante (dias)
(mmol) (mg) (mL) (mmol)

4 Decanoato Monoacilado 1
— o 2,24

5 de vinilo Diacilado 6

6 Butirato Monoacilado 1
. 3,94

7 de vinilo Diacilado 8

50 0,13 50 3 ———————— 05 -

8 Cinamato Monoacilado 6
- 3,07

9 de vinilo Diacilado 11

10 szlc?gliiz 7,39 Monoacilado 4

11 Oleato de Diacilado 6
. _ 2,85

12 100 0,26 100 6 vinilo 1,0 Monoacilado 1
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1.3.2.2. Sintese da polidatina 6’’-monodecanoato

Num frasco, adicionou-se 50 mg (0,13 mmol) de polidatina, a esta juntou-se 3 mL de
acetona e 0,5 mL (2,24 mmol) de decanoato de vinilo e, por fim, a esta solucdo adicionou-se
50 mg de lipase B de Candida antarctica. De seguida, o frasco foi fechado com uma tampa
apropriada e foi colocado no agitador orbital para a reaccdo ser agitada a 190 rpm, a 45 °C. A
reaccdo estava completa apds um dia. Posteriormente, procedeu-se a filtragdo da enzima e,
apos esta etapa, o solvente foi evaporado parcialmente com ajuda de um evaporador rotativo,
resultando num residuo em solucdo. A este ultimo, juntou-se uma pequena quantidade de
silica gel, voltando a mistura a ser evaporada. Seguidamente, levou-se a mistura seca
resultante para a coluna cromatografica para purificar o produto, usando como eluente inicial
uma solucéo destilada (cloroférmio, acetona e metanol) com acetona na proporcao de 10:2 até
um eluente composto pelo destilado e acetona na proporcdo de 10:6. Finda esta etapa, resultou
um produto purificado, produto 4a. Esta Gltima apresentou-se na forma de 6leo, logo, de
modo a forgar a sua precipitacdo, adicionou-se umas gotas de metanol e agua ao produto, no
baldo, e deixou-se evaporar a temperatura ambiente. Depois de alguns dias de evaporacao, o

produto precipitou originando um p6 amarelado claro (figura 18, rendimento 79 %).

Polidatina 6°’-monodecanoato

pf 754-77,1 °C. RMN 'H (500 MHz, CDCly DMSO-dg): & = 0,84 (3H, t, 6°-
OCOCH,(CH2)sCH,CH3); 1,20 (6H, bs, 6”’-OCOCH,(CH,)sCH,CHs); 1,49 (2H, s, 6°’-
OCOCH(CH3)sCH,CHs); 2,26 (2H, t, 6°-OCOCH,(CH2)sCH2CHa); 3,46 (1H, s, 4°°-H);
3,62 (1H, s, 27°-H); 4,28 (1H, dd, J = 6,20 Hz, 37’-H); 4,40 (1H, d, J = 11,30 Hz, 57’-H); 4,74
(1H, s, 6-H); 4,89 (1H, s, 6-H); 5,03 (1H, s, 17’-H); 6,49 (1H, s, 4-H); 6,66 (1H, d, J = 9,10
Hz, 6-H); 6,73 (1H, s, 2-H); 6,79 (3H, m, 3°-H, 5’-H, a-H); 6,93 (1H, d, J = 16,41 Hz, B-H);
7,28 (1H, d, J = 8,16 Hz, 2°-H); 8,71 (1H, s, OH); 8,76 (1H, s, OH) ppm. RMN **C (125
MHz): & = 168,89 (C=0); 153,28; 152,81; 151,77; 134,56; 123,65; 123,38; 122,57; 120,24;
110,52; 102,65; 100,82; 98,33; 95,51; 71,34; 68,66; 68,01; 65,07; 58,29; 26,52; 24,07; 23,92;
23,71; 19,47; 17,32; 8,83 ppm. IV (ATR): vma = 671,1; 825,4; 1081,9; 1181,2; 1234,2;
1508,1; 1592,9; 1716,3; 3311,2 cm™.

Montou-se a reaccdo 5 com um procedimento igual ao da reaccdo 4, no ambito de
obter um derivado diacilado. A evolucdo da reac¢édo foi controlada por CCF e ao fim de seis

dias, obteve-se uma mistura de dois produtos, dificeis de separar.
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1.3.2.3. Sintese da polidatina 6’’-monobutirato

Num frasco, adicionou-se 50 mg (0,13 mmol) de polidatina, a esta juntou-se 3 mL de
acetona e 0,5 mL (3,94 mmol) de butirato de vinilo e, por fim, a esta solu¢édo adicionou-se 50
mg de lipase B de Candida antarctica. De seguida, o frasco foi fechado com uma tampa
apropriada e foi colocado no agitador orbital para a reaccdo ser agitada a 190 rpm, a 45 °C. A
reaccdo estava completa apds um dia. Posteriormente, procedeu-se a filtragdo da enzima e,
apos esta etapa, o solvente foi evaporado parcialmente com ajuda de um evaporador rotativo,
resultando num residuo em solucéo. A este ultimo, colocou-se uma pequena quantidade de
silica gel, voltando a mistura a ser evaporada. A este Ultimo, juntou-se uma pequena
quantidade de silica gel, voltando a mistura a ser evaporada. Seguidamente, levou-se a
mistura seca resultante para a coluna cromatogréafica para purificar o produto, usando como
eluente inicial cloroférmio, acetona e acido acético na proporcdo de 60:10:1 até 12:5:1. E de
salientar que o produto purificado foi dificilmente evaporado uma vez que a solugdo
purificada tinha &cido acético, este possui um ponto de ebulicdo superior a 100 °C, resultando
num produto em solucdo. Para resolver esse problema, procedeu-se a uma decantacéo e,
assim, ap6s alguns dias a evaporar a temperatura ambiente, originou-se o produto 6a. Esta

Gltima apresentou-se na forma de um sélido branco amarelado (figura 19, rendimento 56 %).
Polidatina 6°°-monobutirato

pf 184,2-185,1°C. RMN *H (500 MHz, CDCly/ DMSO-dg): & = 0,77 (3H, dd, J = 7,24 Hz,
6”°-OCOCH,CH,CHj); 1,49 (2H, dg, J = 7,32 Hz, 6”’-OCOCH,CH,CHs); 2,20 (2H, t, 6°*-
OCOCH,CH,CHs); 3,52 (1H, m, 4>-H); 4,18 (1H, dd, J = 7,05 Hz, 2”>-H); 4,38 (1H, d, J=
11,66 Hz, 37-H); 4,67 (2H, s, 5°-H, 6>’-H): 4,83 (1H, d, J = 4,60 Hz, 1°-H); 6,41 (1H, s, 4-
H); 6,60 (2H, d, J = 12,29 Hz, 6-H, 2-H); 6,69 (2H, s, 3°-H, 5’-H); 6,75 (1H, d, J = 8,62 Hz,
a-H); 6,88 (1H, d, J = 16,67 Hz, p-H); 7,24 (1H, d, J = 8,18 Hz, 2°-H); 8,81 (1H, s, OH); 8,91
(1H, s, OH) ppm. RMN 3C (125 MHz): § = 173,10 (C=0); 158,21; 157,88; 156,78; 139,14;
128,28; 127,98; 127,26; 125,05; 115,30; 107,24; 105,29; 103,14; 100,38; 76,44; 73,60; 72,81;
69,87; 63,14; 35,40; 17,75; 13,05 ppm. 1V (ATR): vms = 839,8; 1072,2; 1171,5; 1453,1;
1513,9; 1591, 0; 1716,3; 2915,8; 3353,6 cm™.
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1.3.2.4. Sintese da polidatina 2°°,6°’-dibutirato

Num frasco, adicionou-se 50 mg (0,13 mmol) de polidatina, a esta juntou-se 3 mL de
acetona e 0,5 mL (3,94 mmol) de butirato de vinilo e, por fim, a esta solu¢édo adicionou-se 50
mg de lipase B de Candida antarctica. De seguida, o frasco foi fechado com uma tampa
apropriada e foi colocado no agitador orbital para a reac¢édo ser agitada a 190 rpm, a 45 °C. A
reaccdo estava completa apos oito dias. Posteriormente, procedeu-se a filtracdo da enzima e,
apos esta etapa, o solvente foi evaporado parcialmente com ajuda de um evaporador rotativo,
resultando num residuo em solucdo. A este ultimo, juntou-se uma pequena quantidade de
silica gel, voltando a mistura a ser evaporada. Seguidamente, levou-se a mistura seca
resultante para a coluna cromatografica para purificar o produto, usando como eluente inicial
uma mistura de destilado (cloroférmio, acetona e metanol) com acetona, na proporcéo de 5:1
até 2:1. Finda esta etapa, resultou um produto purificado, obtendo-se o produto 7a. Esta
Gltima apresentou-se na forma de 6leo, logo, de modo a forgar a sua precipitacdo, adicionou-
se umas gotas de éter dietilico ao produto e deixou-se evaporar a temperatura ambiente.
Depois de alguns dias, o produto permaneceu na forma de um éleo amarelado (figura 20,

rendimento 28 %).

Polidatina 2°°,6’-dibutirato

RMN *H (500 MHz, CDCly/ DMSO-dg): & = 0,82 (6H, m, 6””-OCOCH,CH,CH3); 1,54 (4H,
ddg, J = 7,49 Hz, 6”°-OCOCH,CH,CHs); 2,25 (4H, m, 6”-OCOCH,CH,CH3); 2,30 (2H, t, J =
12,26 Hz, 6’-OCOCH,CH,CH3); 3,63 (1H, m, 4”>-H); 4,15 (1H, dd, J = 6,81 Hz, 2”-H); 4,34
(1H, d, J = 10,19 Hz, 3-H); 4,86 (1H, d, J = 7,75 Hz, 5>’-H); 4,96 (1H, t, 6-H); 5,08 (1H, d,
J=6,90 Hz, 6”-H); 5,14 (1H, d, J = 5,53 Hz, 1>-H); 6,36 (1H, t, 4-H); 6,57 (1H, d, J = 7,52
Hz, 6-H): 6,67 (1H, s, 2-H); 6,72 (2H, m, 3’-H, 5°-H); 6,84 (1H, s, a-H); 6,89 (1H, s, B-H);
7,24 (1H, d, J= 8,61 Hz, 2°-H); 9,00 (1H, s, OH); 9,08 (1H, s, OH) ppm. RMN C (125
MHz): § = 172,76 (C=0); 172,72 (C=0); 158,15; 158,02; 156,92; 139,03; 128,22; 127,75:
127,24; 124,91; 115,25; 107,10; 105,14; 103,09; 100,48; 76,74; 73,62; 71,14; 68,20; 62,87;
35,72; 35,29; 29,01; 17,85; 17,68; 13,63; 13,17; 13,05 ppm. IV (ATR): vmsx = 681,7; 756,0;
840,8; 963,3; 1079,0; 1172,5; 1264,1; 1455,0; 1514,8; 1604,5; 1718,2; 3418,2 cm™.

Nota-se que os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (de protdo e de carbono)
e de Infravermelho da polidatina 2°°,6’-dibutirato (produto 7a) encontram-se na Secgédo

apéndices (figuras 32-34).
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1.3.2.5. Sintese da polidatina 6°>-monooleato

Num frasco, adicionou-se 100 mg (0,26 mmol) de polidatina, a esta juntou-se 6 mL de
acetona e 1 mL (2,85 mmol) de oleato de vinilo e, por fim, a esta solucdo adicionou-se 100
mg de lipase B de Candida antarctica. De seguida, o frasco foi fechado com uma tampa
apropriada e foi colocado no agitador orbital para a reac¢édo ser agitada a 190 rpm, a 45 °C. A
reaccdo estava completa apds um dia. Posteriormente, procedeu-se a filtragdo da enzima e,
apos esta etapa, o solvente foi evaporado parcialmente com ajuda de um evaporador rotativo,
resultando num residuo em solucéo. A este ultimo, colocou-se uma pequena quantidade de
silica gel, voltando a mistura a ser evaporada. Seguidamente, levou-se a mistura seca
resultante para a coluna cromatografica para purificar o produto, usando como eluente inicial
uma mistura de éter de petréleo com cloroférmio, na propor¢do de 1:1 até um eluente
composto por cloroférmio e acetona, na propor¢cdo de 10:3. Finda esta etapa, resultou um
produto purificado, produto 12a. Esta ultima apresentou-se na forma de um déleo castanho

amarelado (figura 21, rendimento 79 %).

Polidatina 6°°-monooleato

RMN 'H (500 MHz, CDCly DMSO-ds): & = 087 @3H, s, 6-
OCOCHQ(CHQ)GCH:CH(CH2)6CH2C_H§); 1,21 (24H, bS, 67’-
OCOCHz(ﬁg)QCH:CH(mg)@CHz(:H:g); 1,48 (ZH, S, 6°’-
OCOCH,(CH,)sCH=CH(CH,)sCH,CHs); 1,97 (2H, s, 67-
OCOCH,(CH,)sCH=CH(CH,)sCH>CH); 2,16 (1H, s, 67-
OCOCH,(CH,)sCH=CH(CH,)sCH>CH); 2,25 (1H, s, 67-

OCOCH,(CH,)sCH=CH(CH,)sCH,CHa); 3,49 (1H, s, 4”>-H); 3,65 (1H, s, 2°’-H); 4,28 (1H, s,
3°-H); 4,40 (1H, s, 5>>-H); 4,88 (1H, s, 6’-H); 5,31 (1H, s, 17>-H); 6,50 (1H, s, 4-H); 6,73
(4H, s, 6-H, 2-H, 3°-H, 5’-H);); 6,90 (2H, d, J = 14,66 Hz, o-H, B-H); 7,30 (1H, m, 2’-H)
ppm. RMN C (125 MHz): & = 174,28 (C=0); 158,49; 157,86; 156,83; 139,92; 130,25;
129,81; 129,01; 128,77; 127,92; 125,51; 115,81; 107,97; 106,33; 103,58; 100,69; 76,87;
73,84; 73,28; 70,36; 63,55; 33,98; 31,83; 31,71; 29,70; 29,67; 29,46; 29,24; 29,17; 29,11;
29,04; 28,99; 28,90; 27,16; 24,74; 22,61; 14,09 ppm. IV (ATR): vmax = 681,7; 758,9; 839,8;
963,3; 1077,1;1173,5; 1264,1; 1457,0; 1514,8; 1604,5; 1716,3; 3390,2 cm™.

Com a finalidade de obter um derivado diacilado, montou-se a reac¢do 11 com um
procedimento semelhante ao da reaccdo 12, alterando-se apenas as quantidades de substrato,
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de enzima e de agente acilante para metade. A evolucéo da reaccéo foi controlada por CCF e
ao fim de seis dias, obteve-se uma mistura de produtos, dificeis de separar.

Montaram-se duas reacgdes (8 e 9), com o cinamato de vinilo como agente acilante e
CAL-B como catalisador, de modo a obter derivados monoacilados e diacilados,
respectivamente. Destaca-se que ambas as reac¢Oes seguiram 0 mesmo procedimento,
alterando-se apenas o tempo de reaccdo com vista a obtencdo dos derivados desejados. Deste
modo, em cada frasco adicionou-se 50 mg (0,18 mmol) de polidatina, a esta juntou-se 3 mL
de acetona e 0,5 mL (3,07 mmol) de cinamato de vinilo e, por fim, a esta solucdo adicionou-se
50 mg de CAL-B. De seguida, os frascos foram fechados com uma tampa apropriada e foram
colocados no agitador orbital para as reac¢Oes serem agitadas a 190 rpm, a 45 °C. A evolugéo
das duas reacgdes foi controlada por CCF e ao fim de vérios dias de reaccédo (seis e onze dias,
respectivamente), para ambas as reaccGes obteve-se uma mistura de produtos, dificeis de
separar.

Montou-se a reac¢do 10, com o anidrido succinico como agente acilante e a CAL-B
como catalisador, de modo a obter um derivado monoacilado. Num frasco adicionou-se 50 mg
(0,23 mmol) de polidatina, a esta juntou-se 3 mL de acetona e 0,5 mL (7,39 mmol) de
anidrido succinico e, por fim, a esta solucdo adicionou-se 50 mg de CAL-B. De seguida, o
frasco foi fechado com uma tampa apropriada e foi colocado no agitador orbital para a
reaccao ser agitada a 190 rpm, a 45 °C. A evolucédo da reaccéo foi controlada por CCF e ao

fim de quatro dias ndo tinha ocorrido reacgéo.

A tabela 3 resuma as massas iniciais de substrato utilizadas em cada reac¢do e as
massas finais de produto obtidas, com o respectivo rendimento de cada reacgédo e, quando

possivel, o ponto de fusdo de cada produto.

Tabela 3 - Massas iniciais de substrato utilizadas e massas finais de produto obtidas em cada reaccao,
em maior escala, com o respectivo rendimento e o ponto de fusdo de cada reaccéo.

CédigoNde Ma§sa i_nicial de Massa final de Rendimento (%) Ponto de fusdo
reaccao polidatina (mg) produto (mg) (°C)
2 70 62,1 76 102,9-104,9
4 62,1 79 75,4-77,1
6 50 33,3 56 184,2-185,1
7 19,0 28 *
12 100 132,5 79 *

*Q produto obtido foi um 6leo.
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2. Resultados e discussao

2.1. Definicdo das condicbes de reaccdo de acetilacdo
regiosselectiva da polidatina

A necessidade de processos quimicos ambientalmente mais aceitiveis tornou a
biocatalise mais atractiva de um ponto de vista ambiental e econémico, bem como a crescente
importancia das transformacOes selectivas de compostos polifendlicos justificam este
trabalho. Assim, utilizou-se métodos enzimaticos em vez de metodos quimicos classicos (néo
suficientemente regiosselectivos) para a derivatizagdo da polidatina (composto poli-
hidroxilado), por ser uma estratégia vantajosa para obter derivados mono- e/ou di-

funcionalizados.

Numa fase inicial do trabalho, efectuaram-se ensaios de screening em pequena escala,
de modo a determinar quais as caracteristicas, nomeadamente a enzima e o0 solvente, mais
adequadas para a reac¢do com a polidatina (figura 13), o substrato em estudo. Com efeito,
nestes ensaios combinou-se cada enzima com determinados solventes e/ou agentes acilantes,
ou s6 com solventes (no caso do solvente também funcionar como agente acilante, na
reac¢cdo), de maneira a obter a melhor combinacdo enzima-solvente-dador de acilo possivel.
Por conseguinte, um resultado positivo significa que a combinacédo entre a enzima, o solvente
e 0 agente acilante é eficaz mas, pelo contrario, um resultado negativo implica uma
combinacdo ineficaz destas trés caracteristicas. Contudo, atenta-se em que certos parametros

podem influenciar a actividade enzimatica, tais como a agua e o pH.

Figura 13 — Estrutura da polidatina, com a humeracao dos respectivos carbonos. Destaca-se 0 grupo
hidroxilo primério (azul), os grupos hidroxilo secundarios (verde) e os grupos hidroxilo fendlicos
(vermelho).
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2.1.1. Rastreio de enzimas e de solventes

Neste trabalho, utilizaram-se duas enzimas, em particular a lipase B de Candida
antarctica (CAL-B) e a lipase de Pseudomonas cepacia (lipase PS). A escolha destas duas
lipases deve-se ndo s6 ao facto de terem sido largamente utilizadas em inimeros estudos
relacionados com acilagcbes enzimaticas regiosselectivas de compostos polifenélicos, nos
altimos anos, mas também devido as vantagens que estas hidrolases apresentam,
especificamente sdo acessiveis comercialmente, estaveis, versateis e ndo necessitam de
cofactores, entre outras anteriormente referidas.

Deste modo, avaliou-se a capacidade destas duas lipases comerciais para acilar
regiosselectivamente a polidatina, utilizando varios solventes e um dador de acilo,
apresentados na tabela 4. Posteriormente, de modo a controlar o desenvolver das reac¢des em
questdo, procedeu-se a identificacdo por Cromatografia em Camada Fina das lipases com
capacidade de realizar a acilagdo (mono- ou diacilagdo) do substrato em estudo, consoante 0s
seis solventes e o dador de acilo testado.

Portanto, realizaram-se ensaios de screening, variando o solvente e o dador de acilo,
aplicando cada uma das duas enzimas, acima mencionadas, e a polidatina, como substrato.

Nestes ensaios, testou-se um dador de acilo, o acetato de vinilo. Este é reactivo, usado
em pequena escala, disponivel comercialmente e muitas vezes utilizado em grande excesso.
Contudo, note-se que, nestes ensaios de screening, o0 acetato de etilo funcionou tanto como
solvente e dador de acilo, formando o conjunto enzima-actetato de etilo.

Relativamente aos solventes utilizados, a polidatina é pouco soltvel no tolueno mas é
soluvel nos cinco solventes restantes, isto é, a acetona, o acetonitrilo, o tetra-hidrofurano, a
etilmetilcetona e o acetato de etilo. A escolha destes seis solventes baseia-se em estudos
acerca dos solventes mais adequados para as enzimas mais commumente usadas em
biocatéalise, tais como os estudos de Riva e colaboradores (1996), Danieli e colaboradores
(1997), Kontogianni e colaboradores (2003), Mellou e colaboradores (2005) e Chebil e
colaboradores (2007). O uso de meios organicos, neste trabalho, justifica-se pela necessidade
de proteger os diferentes grupos hidroxilo do acucar e pela baixa solubilidade do substrato em
analise em agua. Com efeito, a polidatina possui varios grupos hidroxilo que dificultam a sua

solubilidade na agua.

Na tabela 4, encontra-se indicado a enzima, o solvente e o dador de acilo utilizados em

cada ensaio de screening e os respectivos resultados, apos quatro dias.
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Tabela 4 - Ensaios de screening com indicacdo da enzima, solvente e dador de acilo utilizados em
cada ensaio e o0s respectivos resultados, ap6s 96h.

Cadigo
Enzima da Solvente Dador de acilo Resultados apds 96h
reaccao
a Acetona
b Acetonitrilo . . .
Tetrahidrof Acetato de vinilo Mistura de dois produtos
rahidrofuran
CAL-B c e_a _ouao
d Etilmetilcetona
e Acetato de etilo Acetato de etilo Um produto
f Tolueno N&o houve reaccéao
g Acetona
h Acetonitrilo Acetato de vinilo
) i i Um produto
Lipase PS | Tet_rahld_rofurano p
j Etilmetilcetona
k Acetato de etilo Acetato de etilo
I Tolueno Acetato de vinilo N&o houve reaccao

Da observacdo da tabela anterior e dos cromatogramas destes ensaios, note-se que
ambas as lipases testadas foram aceites pelo substrato, a polidatina.
Verifica-se que ambas as lipases, a CAL-B e a lipase PS, foram capazes de acilar a

polidatina nos diferentes solventes, excepto no tolueno, pois ndo houve reaccao.

Além disso, da analise dos cromatogramas destes ensaios, afere-se o aparecimento de
diversas manchas, que podem corresponder ou ao composto inicial (a prépria polidatina) ou
aos derivados mono- ou diacilados. De acordo com a posicdo destas manchas e das suas
distancias percorridas na placa cromatografica, sugere-se que: nos ensaios de a até d, obteve-
se uma mistura de derivados mono- e diacilados; nos ensaios e e de g até k, obteve-se
unicamente derivados monoacilados; e, finalmente, nos ensaios f e I, ndo houve reaccao.

Com a CAL-B e a lipase PS, as acilacbes enziméticas foram, na maioria das vezes,
regiosselectivas, formando-se um produto. No entanto, visto que, em certos ensaios com a
CAL-B, se obteve uma mistura de dois produtos, pode-se afirmar que esta enzima nao

mostrou uma regiosselectividade total.
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De facto, nos ensaios a, b, ¢ e d, verificou-se que a combinacdo do acetato de vinilo,
como dador de acilo, com a CAL-B resultou na formag&o de uma mistura de dois produtos.
Possivelmente, a acilagdo ocorreu apenas na porcao glicosidica, ou seja, pode traduzir-se na
acilacdo de um grupo hidroxilo, no caso do derivado monoacilado, e de dois grupos hidroxilo,
no caso do derivado diacilado, uma vez que o alcool primario da glucose é o local preferencial
de acilacdo em compostos glicosilados. Porém, ainda no caso do derivado diacilado, existe a
eventualidade da acilagdo do segundo grupo hidroxilo se ter dirigido na porgéo aglicona. Por
conseguinte, com base em estudos enzimaticos em compostos polifenolicos glicosilados, o
derivado monoacilado correspondera ao derivado 6’’-monoacetato da polidatina e, por sua
vez, o derivado diacilado correspondera ao derivado 6”°, x-diacetato da polidatina, ndo se
sabendo a posicdo exacta do segundo grupo hidroxilo acilado. No entanto, de acordo com
estudos efectuados em outros compostos polifendlicos glicosilados, a posicdo do segundo
grupo hidroxilo acilado ocorrera eventualmente no C-3’’ da porgdo glicosidica ou no C-4 da
aglicona da polidatina. Como previamente referido, nestes ensaios, a regiosselectividade nédo
foi muito satisfatéria, visto se ter obtido uma mistura de dois produtos. Mas, pela analise dos
cromatogramas, constate-se uma diferenca de intensidade das manchas, sendo a mancha do
derivado monoacilado ligeiramente mais intensa do que aquela do derivado diacilado,

concluindo-se que este primeiro se encontra em maior quantidade.

Em relacdo ao ensaio f e |, o solvente utilizado (tolueno) com o acetato de vinilo
originou uma combinacdo ineficaz, para ambas as lipases, uma vez gque ndo ocorreu reacgao,
ap6s 96h, concluindo-se que o tolueno é um solvente inadequado para estas enzimas e para a
polidatina.

Por fim, relativamente aos ensaios g, h, i, j e k, com os diferentes solventes testados,
dadores de acilo e a lipase PS, resultou um produto (possivelmente derivado monoacilado).
Esta enzima revela, portanto, uma elevada regiosselectividade. Deste modo, a acilacéo
enzimatica ¢ prevista no grupo hidroxilo priméario da glucose, formando derivados 6’-

monoacetatos da polidatina.
Por conseguinte, observou-se que estas duas hidrolases poderdo ter uma preferéncia

para o hidroxilo primario, C-6, da glucose, com base em estudos previos. Efectivamente,

posteriormente, a partir da analise dos espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e
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de Infravermelho dos derivados sintetizados, em reac¢Ges de maior escala, esta observacao

serd confirmada.

Além disso, averiguou-se que ndo sé estas lipases sdo biocatalisadores apropriados
para a polidatina, bem como que a reaccdo de acilacdo enzimatica é mais rapida utilizando a

CAL-B como biocatalisador do que a lipase PS.

Adicionalmente, da analise dos cromatogramas, verificou-se que a acetona, o acetato
de etilo e o etilmetilcetona sdo os melhores solventes para a lipase B de Candida antarctica.
No entanto, esta lipase possui uma maior actividade em acetona, como confirmado por varios
investigadores (Riva et al., 1996; Mellou et al., 2005). Por sua vez, o solvente mais adequado

para a lipase de Pseudomonas cepacia é também a acetona.
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2.2. ReaccOes em maior escala

2.2.1. Sintese enzimatica e isolamento dos derivados mono- e
diacilados da polidatina

A lipase B de Candida antarctica foi selecionada para a maioria das reaccdes em
maior escala, em detrimento da lipase de Pseudomonas cepacia, visto as reac¢cdes com esta
enzima serem mais répidas e, igualmente, se obter os derivados pretendidos, de acordo com a
andlise dos cromatogramas realizados nos ensaios de screening. Contudo, é de referir que a
maioria das reaccdes catalisadas pela CAL-B da origem a uma mistura de dois produtos,
examinando os cromatogramas das reac¢des catalisadas por esta hidrolase. Deste modo, com
o controlo do tempo de reaccao, foi possivel evidenciar um dos dois derivados em relagdo ao
outro, consoante o derivado desejado. E de notar que, nestas reaccdes em maior escala,
exploraram-se outras condi¢cdes de acilacdo. Na verdade, utilizaram-se variados agentes
acilantes (quase todos ésteres de vinilo) além do acetato de vinilo e do acetato de etilo, tais
como o decanoato de vinilo, o butirato de vinilo, o oleato de vinilo, o cinamato de vinilo e 0
anidrido succinico.

A identificacdo dos derivados pretendidos, obtida das reac¢des em maior escala, foi
efectuada por anélise dos espectros de RMN *H e de RMN *3C, bem como por analise dos

espectros de Infravermelho, IV, e, ainda, por comparagdo com os dados da literatura existente.

E importante salientar que, neste presente trabalho, ndo se efectuou um estudo exacto
do efeito da razdo molar do dador de acilo para o substrato, possuindo este certos efeitos na
reaccdo enzimatica, por exemplo no rendimento de conversdo da reacgdo. Assim, as
proporcOes utilizadas, neste trabalho, basearam-se em proporcdes aplicadas em diversos
estudos neste tema.

As figuras 14, 15 e 16 ilustram as reac¢des gerais que foram realizadas ao longo deste
trabalho, por um lado, com a CAL-B permitindo o isolamento de monoeésteres, na maioria das
vezes, e de diesteres com bons rendimentos e, por outro lado, com a lipase PS permitindo o

isolamento de monoésteres, igualmente, com bons rendimentos.
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OH RO OH
~ O HO 9 o Y O
O CALB HO
ésteres de vinilo OH

OH

R=Ac

R= CO(CH2)2CH3

R = CO(CH,)sCH3

R = CO(CH,);CH=CH(CH,);,CH;

Figura 14 - Reaccdo de monoacilacdo regiosselectiva da polidatina, aplicando a CAL-B como
biocatalisador.

ésteres de vinilo

HO OH RO OH
o » o »
HS&\VO ~ CAL-B H‘H’(&\VO ~
OH : OR
OH OH

R= CO(CHz)ZCH;g

Figura 15 - Reacgdo de diacilacdo regiosselectiva da polidatina, aplicando a CAL-B como
biocatalisador.

OH RO OH
\ O IlpasePS HO %o S O
O HO
acetato de vinilo OH

OH

Figura 16 - Reaccdo de monoacilacdo regiosselectiva da polidatina, aplicando a lipase PS como
biocatalisador.

Analisando as trés figuras anteriores, confirma-se que a acilacdo da polidatina ocorre
preferencialmente e, em primeiro lugar, no grupo hidroxilo priméario da glucose, na posigdo

C-6”’, tanto com a CAL-B como com a lipase PS, como descrito na literatura. Seguidamente,
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a acilacdo da polidatina ocorre na posicao C-2’’ da glucose, originando um derivado diacilado
da polidatina (como mostra a figura 15). Com efeito, este facto também acontece com a
isoquercitrina, um flavonoide glicosilado, referida previamente, em que a acilacdo
primeiramente ocorre no alcool primario da glucose e, de seguida, nas posi¢cdes C-3”’ e C-2”’

da sua porcao glicosidica.

2.2.1.1. Sintese da polidatina 6°’-monoacetato

As figuras 17 e 18 ilustram uma zona (da porcdo glicosidica) dos espectros de
Ressonancia Magnética Nuclear de protdo da polidatina (com indicacdo da posicdo dos

protdes), do produto 2a.

q2012-28 lse408
P

FGE+08

Lse408
lac408
laci08
lacs08
l3c408
4°°-H loc408

[2E+08

6>’-He5”-H 2°°-H

1”-H / | ras+os
\ I 3 "/H f,' ‘ HE+08

.| I| FSE+07
|r| ,| ml |'|l|. ".rlblrn"'\ |I l". .‘I

[--5E+07

L L L L L L L L L L L L L L L AL L D L D L L L L
52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 2B f ‘E_.S ]2.4 2 20 18 16 14 12 10 0B 06 04 02 0.0
ppm

Figura 17 - Espectro RMN 'H da polidatina com indicacdo da posicdo dos protdes da porcio
glicosidica.
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Figura 18 - Espectro RMN 'H do produto 2a com indicacdo do desvio causado pela acilacdo da
polidatina e com indicacdo dos solventes e dos protdes do grupo acilo.

Ao comparar 0 espectro RMN *H da polidatina com o espectro RMN *H do produto
2a é possivel verificar um desvio dos protdes 6°” e 3”’ (indicado a vermelho). Deste modo,
pode-se afirmar que este derivado da polidatina (produto 2a) foi acilado na posi¢do 6°’ ou na
posicdo 3’’. Contudo, a literatura exprime que a lipase PS (bem como a CAL-B) acila
preferencialmente o grupo hidroxilo primario da glucose. Por conseguinte, conclui-se que o

derivado formado ¢ a polidatina 6°’-monoacetato.

O pico assinalado a verde corresponde ao solvente DMSO-dg, 0 pico assinalado a azul
corresponde aos prot@es do produto acilado (CHs) e, por fim, os picos assinalados a cor-de-
laranja sdo, possivelmente, o éter dietilico (éter dietilico em CDCl3 (t) com desvio quimico
igual a 1,21 ppm, para RMN H) e a acetona (acetona em CDCls; (s) com desvio quimico igual
a 2,17 ppm, para RMN *H) pelos valores do desvio quimico destes dois picos, indicando que
0 produto néo estava totalmente seco quando foi analisado.

E de salientar que os picos destes solventes também s&o visiveis no espectro RMN **C

deste produto.
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A partir da analise do espectro RMN **C deste produto (figura 30), verifica-se a
presenca de um Unico grupo carbonilo, apontando que o produto é monoacilado. De igual
modo, a partir do espectro de IV do produto 2a (figura 31), note-se a presenca do grupo

carbonilo.
E de referir que a analise dos restantes produtos (5a, 6a e 12a) seguiu uma

interpretacdo semelhante a do produto 2a.

Na reaccdo 2, a lipase PS catalisou a acilacdo da polidatina no &lcool priméario da
glucose, aplicando do acetato de vinilo como agente acilante, originando-se a polidatina 6°’-

monoacetato.

H@ ~ l Acetato de vinilo HO% \ O
lipase PS; acetona

Produto 2a

Figura 19 - Reaccdo de acilacdo regiosselectiva para a obtengdo da polidatina 6’’-monoacetato
(produto 2a), aplicando a lipase PS como biocatalisador e o acetato de vinilo como agente acilante.

2.2.1.2. Sintese da polidatina 6’’-monodecanoato

No que respeita a reaccdo 4, aplicou-se o decanoato de vinilo como agente acilante e a
CAL-B como biocatalisador. Esta ultima acilou preferencialmente o grupo hidroxilo primério

da glucose da polidatina, dando origem a polidatina 6°’-monodecanoato.
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CAL-B; acetona

OH

Produto 4a

Figura 20 - Reaccdo de acilagdo regiosselectiva para a obtengdo da polidatina 6°’-monodecanoato
(produto 4a), aplicando a CAL-B como biocatalisador e o decanoato de vinilo como dador de acilo.

2.2.1.3. Sintese da polidatina 6°’-monobutirato

A reac¢do 6 também foi catalisada pela CAL-B que acilou preferencialmente o grupo
hidroxilo primério da glucose da polidatina mas aplicou-se o butirato de vinilo como dador de

acilo, originando-se a polidatina 6’’-monobutirato.

HO

OH OH
@) o) S O . O
,:{% Butirato de vinilo HO
OH CAL-B; acetona

OH OH

Produto 6a
Figura 21 - Reaccdo de acilagdo regiosselectiva para a obteng@o da polidatina 6’’-monobutirato
(produto 6a), aplicando a CAL-B como biocatalisador e o butirato de vinilo como dador de acilo.

2.2.1.4. Sintese da polidatina 2”,6”’-dibutirato

As figuras 22 e 23 ilustram uma zona (da porcdo glicosidica) dos espectros de
Ressonancia Magnética Nuclear de protdo da polidatina (com indicacdo da posi¢do dos

protdes) e do produto 7a.
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Figura 22 - Espectro RMN ‘H da polidatina com indicacdo da posicdo dos protdes da porgéo
glicosidica e do solvente.
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Figura 23 - Espectro RMN *H do produto 7a com indicacdo do desvio causado pela acilacdo da
polidatina e indicacdo dos solventes e dos protdes do grupo acilo.
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Ao comparar o espectro RMN *H da polidatina com o espectro RMN *H do produto
7a é possivel verificar um desvio dos protdes 6°°-H e 2°’-H. Assim, pode-se afirmar que este
derivado da polidatina (produto 7a) foi acilado na posigdo 6’ e na posicdo 2°°. De facto, a
literatura exprime que a CAL-B acila preferencialmente o grupo hidroxilo primario da
glucose e, de seguida, os grupos hidroxilo nas posi¢des 3’ e 2’ (como acontece com a
isoquercitrina). Por conseguinte, conclui-se que o derivado formado ¢é a polidatina 2°°,6’-
dibutirato.

O pico assinalado a verde corresponde ao solvente DMSO-ds, 0s picos assinalados a
azul correspondem aos protdes do produto acilado e, por fim, os picos assinalados a cor-de-
laranja sdo, possivelmente, 0 metanol (metanol em DMSO-dg (S) com desvio quimico igual a
3,16 ppm, para RMN *H) e o éter dietilico (éter dietilico em CDClIs (t) com desvio quimico
igual a 1,21 ppm, para RMN *H) pelos valores do desvio quimico destes dois picos, indicando
que o produto ndo estava totalmente seco quando foi analisado. Destaca-se que 0s picos destes
solventes também s&o visiveis no espectro RMN **C deste produto.

A partir da analise do espectro RMN **C deste produto (figura 33), verifica-se a
presenca de dois grupos carbonilo, apontando que o produto é diacilado. De igual modo, a
partir do espectro de IV do produto 7a (figura 34), nota-se a presenca do grupo carbonilo.

Deste modo, ainda com o butirato de vinilo como dador de acilo, tem-se a reac¢éo 7

em que a catalisou a acilagdo da polidatina nas posi¢des 6’ e 2’ da glucose, originando-se a
polidatina 2°°,6°’-dibutirato.

% S O Butirato de vinilo % S O
HO HO
CAL-B; acetona

Produto 7a

Figura 24 - Reaccdo de acilacdo regiosselectiva para a obtencdo da polidatina 2°’,6”’-dibutirato
(produto 7a), aplicando a CAL-B como biocatalisador e o butirato de vinilo como dador de acilo.
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2.2.1.5. Sintese da polidatina 6°>-monooleato

Na reaccdo 12, utilizou-se oleato de vinilo como agente acilante e a CAL-B como
biocatalisador. Esta acilou a polidatina no alcool primario da sua glucose, originando-se a

polidatina 6°’-monooleato.

HO OH O OH
o . o
o S Oleato de vinilo o o =
HO
HO on O CAL-B; acetona ko OH

OH OH

Produto 12a

Figura 25 - Reaccdo de acilacdo regiosselectiva para a obtencdo da polidatina 6’’-monooleato
(produto 12a), aplicando a CAL-B como biocatalisador e o oleato de vinilo como dador de acilo.

Nas reac¢Oes em maior escala, também tentou-se obter os derivados diacilados para os
seguintes dadores de acilo: decanoato de vinilo (reacccdo 5) e oleato de vinilo (reacc¢éo 11);
no entanto, foi delicado a obtencdo destes derivados, uma vez que, com base nos
cromatogramas, obtinha-se uma mistura de produtos (dificeis de separar), as suas presencas
evidenciavam-se de forma pouco substancial na andlise dos cromatogramas, ndo se
conseguindo obter produtos em quantidades relevantes e com bons rendimentos. Além disso,
reparou-se que esses mesmos derivados jd vinham contaminados com o proprio agente

acilante, o que dificultou a sua obtencao.

Em relacdo a reac¢do 10 (com anidrido succinico como agente acilante e a CAL-B
como biocatalisador), a evolugdo da reacgédo, controlada por CCF, ao fim de quatro dias
permitiu concluir que ndo ocorreu reaccdo, permanecendo o material de partida no

cromatograma.
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Por fim, com as duas reac¢fes com cinamato de vinilo (reaccdes 8 e 9) como agente
acilante, ndo foi possivel obter derivados quer monoacilados quer diacilados, pois, a partir da

analise dos cromatogramas, verificou-se uma mistura de produtos, dificeis de separar.
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I11. Conclusfes

A recente aplicacdo da biocatalise provém da crescente procura de processos quimicos
mais aceitaveis de um ponto de visto ambiental e econémico.
Além disso, a catalise enzimética apresenta inUmeras vantagens que explicam o seu

uso cada vez mais importante em diversas areas.

Os compostos polifendlicos glicosilados sdo moléculas biologicamente activas. A
modificacdo destes compostos por métodos quimicos é uma tarefa complicada visto serem
compostos glicosiladas polifuncionalizadas, por isso, neste trabalho, empregou-se métodos
enzimaticos.

Realizou-se, neste estudo, transformacdes enzimaticas regiosselectivas num estilbeno
glicosilado. Efectivamente, os compostos polifendlicos glicosilados sdo cada vez mais
estudados, sendo substratos promissores para a obtencdo de derivados com possiveis
actividades bioldgicas.

Este estudo permitiu estudar modificacbes estruturais da polidatina, através da
biocatéalise, de modo a melhorar as suas propriedades bioldgicas e farmacoldgicas.

A partir deste estudo conclui-se que ambas as lipases testadas, a CAL-B e a lipase PS,
possuem afinidades para a polidatina, uma vez que esta foi reactiva. A maioria dos estudos,
referentes a acilacdo enzimatica regiosselectiva de compostos polifendlicos glicosilados,
utiliza como enzimas a CAL-B, principalmente, e a lipase PS.

Os resultados deste trabalho demonstram que a CAL-B e a lipase PS tém a capacidade
de diferenciar grupos hidroxilo na porcdo glicosidica e na porcdo aglicona da polidatina e,
assim, possibilitou a obtencdo de derivados mono- e diacilados com bons rendimentos. Na
verdade, tanto a CAL-B como a lipase PS dirigem preferencialmente a acilagcdo na porgéo
glicosidica do substrato glicosilado. Em particular, a Novozym 435 acila primeiramente a
posicdo C-6" da glucose da polidatina, originando monoésteres (o que também acontece com
a lipase PS); e, quando se pretendem diésteres, esta lipase dirige, seguidamente, a acilacdo na
posicdo C-2°’, igualmente na por¢éo glicosidica do mesmo substrato.

Portanto, de um modo geral, os resultados obtidos indicam que essas duas lipases séo
adequadas na esterificagdo, de forma selectiva, de um ou Vvarios grupos hidroxilo da porgéo
glicosidica deste composto, originando tanto mono- e diésteres com razoavel

regiosselectividade e bons rendimentos.
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Ao comparar os espectros RMN *H e RMN **C da polidatina com os dos produtos, foi
possivel observar certos desvios nos espectros dos derivados que indicam a posi¢do de

acilacdo desses mesmos.

E de salientar que, neste trabalho ndo foi possivel o estudo das suas provéveis
melhores propriedades fisicas e quimicas, assim como das suas bioactividades, sendo esse

mesmo estudo interessante para investigacdes posteriores.

Por conseguinte, este trabalho pode constituir um método de base para estudos futuros
acerca da acilacdo enzimaética regiosselectiva de compostos polifendlicos glicosilados com
vista a obtencdo de derivados com possiveis melhores propriedades fisicas e quimicas e,

também, possiveis novas bioactividades.
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Figura 26 - Espectro RMN *H da polidatina (composto 1).
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Figura 27 - Espectro RMN **C da polidatina (composto 1).
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Figura 28 - Espectro 1V da polidatina (composto 1).
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Figura 29 - Espectro RMN

'H da polidatina 6°’-monoacetato (produto 2a).
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Figura 30 - Espectro RMN *C da polidatina 6°’-monoacetato (produto 2a).
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Figura 31 - Espectro IV da polidatina 6°’-monoacetato (produto 2a) com

carbonilo.
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Figura 32 - Espectro RMN *H da polidatina 2°*,6”*-dibutirato (produto 7a).
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Figura 33 - Espectro RMN **C da polidatina 2,6>*-dibutirato (produto 7a).
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Figura 34 - Espectro IV da polidatina 2°’,6°’-dibutirat

carbonilo.
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