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Resumo

Os compostos polifendlicos sao um grupo de metabolitos secundarios que ocorrem
na Natureza. Sao considerados compostos bioativos pois apresentam multiplas propriedades
bioldgicas e farmacoldgicas, entre elas destaca-se a atividade antioxidante. A sua aplicagao é
reduzida devido a sua baixa solubilidade em agua, fraca absorgao intestinal e estabilidade
limitada. A polidatina € um derivado glicosilado do resveratrol com uma grande variedade de

actividades biologicas descritas em diversos estudos in vitro e in vivo.

A modificagao semi-sintética dos compostos polifendlicos glicosilados através da
obtengao de derivados acilados visa melhorar as carateristicas fisico-quimicas dos compostos

e explorar a modulagao das suas actividades biologicas.

A acilagao enzimatica seletiva destes compostos € preferivel em relagao a catdlise
quimica, uma vez que se trata de moléculas complexas e labeis, sendo necessarias reagoes
seletivas e condi¢oes suaves, condigoes estas nao oferecidas pela catdlise quimica. Além
disso, por via enzimatica, as etapas de protegao / desprotegao dos grupos funcionais sao
evitadas, reduzindo os passos de sintese. Tendo em consideragao as vantagens que oferece a
biocatalise, esta parece ser uma estratégia eficaz para a modificagao estrutural dos

compostos polifendlicos.

De forma a melhorar as propriedades bioldgicas e farmacologias da polidatina, um
derivado glicosilado do resveratrol, este trabalho teve como objetivo geral a obtencao de
derivados acilados da polidatina através da biocatdlise, recorrendo a lipase B de Candida

antarctica (CALB) como biocatalisador.

Neste trabalho estudou-se a sintese e caraterizagao estrutural de derivados acilados
da polidatina, onde pela andlise dos espetros de ressonancia magnética nuclear foi possivel
verificar as posicoes de acilagao da polidatina, bem como confirmar a estrutura dos

derivados acilados obtidos.

Palavras-chave: Compostos fendlicos, Estilbenos, Polidatina, Acilagao enzimatica,

CALB, Regiosseletividade.






Abstract

Polyphenolic compounds are a group of secondary metabolites occurring in Nature.
They are considered bioactive compounds because they have multiple biological and
pharmacological properties, among them the antioxidant activity. Its application is reduced

due to its low solubility in water, poor intestinal absorption and limited stability.

Recently, the scientific interest has turned to the acylated derivatives, in order to
improve the physicochemical characteristics of the polyphenolic compounds. The selective
enzymatic acylation of these compounds is preferred over chemo-catalysis. There are
several reasons for this assertion, because as they are complex molecules, soft conditions
are required, conditions not offered by chemical catalysis. In addition, enzymatically, the
protection / deprotection steps of the functional groups are avoided, reducing the steps of
synthesis. In view of the advantages of biocatalysis, this appears to be an effective method for
the structural modification of the polyphenolic compounds in order to improve their

properties.

In order to improve the biological and pharmacological properties of polydatin, this
work had as general objective to obtain acylated derivatives of polydatin through biocatalysis,

resorting to the lipase B of Candida antarctica (CALB) as biocatalyst.

This work consisted in the synthesis and characterization of the acylated derivatives
of polydatin, where by the analysis of nuclear magnetic resonance spectra it was possible to
determine the acylation positions of polydatin, as well as to confirm the structure of the

acylated derivatives obtained.

Keywords: Phenolic compounds, Stilbenes, Polydatin, Enzymatic acylation, CALB,

Regioselectivity.

vii






Indice

CAPIEUIO [ttt bbbttt bbbt |
L INEFOAUGAO ettt ettt s et a sttt s e et et s s e sasesnnens 3
[.I. Compostos POIIfENGIICOS .......ccoceuruririciririecieeccise ettt sesseseeaenns 3

Lo L] ESTIDENOS ...ttt ettt sttt 9
L Lo . RESVEIALIOL. ettt ettt ateaenas 13
L1120 Polidating ... sssnens 21

[.2.  Biocatalise: PrinCipios € APlICAGOES ......ccvuveuereurircureciiernierrierreesseesseesseeseeseseaeses 29
[.2.1.  Vantagens e desvantagens do uso de enzimas como catalisadores.............. 31
1.2.2.  Classificacao das ENZIMAS........ceueieiremrrerneerieereeirerereresesesesessesessssessssesessesensene 32
[.2.3.  Mecanismo catalitico e aplicagcoes das hidrolases .........cccoceeevceurenenccurencnccnne 36
[.2.4.  Biocatdlise €M MEIO OFGANICO....c.ouvcuueueeureerrierreeereeereesseessesesseessasesseessaseses 43
1.2.5. Biocatalise no ambito da QuUIMICa VErde........oooeeueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseseenennes 46

[.2.6. Modulagao da atividade biolégica de compostos polifendlicos através de

MOAIfICACOES ESLIULUINAIS...cviveerererirereeererirereereerereeeresesessesesesesessesessesesessesensssensesessasessasesen 49
CAPTEUIO Tttt ettt ettt 55
2. ODJELIVOS ...eueuuiieucucirineeueises ettt s sttt ettt sttt a et b et ae b st s bt ae bbb aeseteen 57
CAPILUIO ettt ss s sacs 59
3. Parte EXPerimental ...ttt ee s ss et s e eaenenes 6l
3.1, INSEFUMENTAGAD ....vveeeereeeereeererereteeeereeeresesesessesessesessesesesessesesssessnsesessesessesessesessnsesensesenees 61

3.2, CromMatOZrafia ......ccocueuriecurinieeeeireseeisiseeet ettt s sttt bbbttt 6l

3.3. ReQZENLES € SOIVENLES ...ttt sttt ettt ettt 6l

3.4. Acilagao enzimatica da polidating.........ccccceueeeeeururerccrrenerecrrereeer e 62
3.4.1. Sintese do 3”, 6”- diacetato de polidatina (Composto 2)........cceceeveueurerercrcerenencee 62

3.4.2. Sintese de 6”- monocinamato de polidatina (Composto 3).......ccccccereevccurenence 62

3.4.3. Sintese de 3”, 6”- dipropionato de polidatina (Composto 4)........cccceceeveeururence 62

3.4.4. Sintese de 6”- monopropionato de polidatina (Composto 5).......cccceeeveueurunence 63

3.4.5. Sintese de 6”- propionato, 3”- acetato de polidatina (Composto 6)................ 63


file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/tese%20oficial%20JV%20VERSÃO%2014_9_2018.docx%23_Toc524691043
file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/tese%20oficial%20JV%20VERSÃO%2014_9_2018.docx%23_Toc524691056
file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/tese%20oficial%20JV%20VERSÃO%2014_9_2018.docx%23_Toc524691058

CAPIEUIO TV ettt ettt st tene 65

4. Resultados € DISCUSSAO .....c.cuueucururenecucirineeieireneeseeseeese st ssatesessaeesessatesessastaesessatacacens 67
4.1. Definicao das condigoes de acilagao da polidating .........cceceeveureeerccerencnccerenenccerenenene 67

4.2. Acilagao enzimatica da polidating ... seseaessens 68
CAPITUIO V ettt bbbttt s st s e ses 8l
5. CONCIUSAO ...ttt bttt bttt ettt 83
CAPIEUIO V..t trt ettt ene 85

6. Referéncias Bibliograficas........cocoeeerirenercenirirccrerecereceereeeere et saeene 87


file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/tese%20oficial%20JV%20VERSÃO%2014_9_2018.docx%23_Toc524691069
file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/tese%20oficial%20JV%20VERSÃO%2014_9_2018.docx%23_Toc524691075

Indice de llustracoes

indice de Figuras

Figura | - Estruturas da catequina e da qUErcetina...........cooevieuiciicinicinicni e 6
Figura 2 - As varias rotas de absorgao previstas para os compostos fendlicos (adaptado de
SOLO-HEIrNANAEZ, 201 7) ..ttt seses et bbbt s st st s st s st aes st aeseas 8
Figura 3 - Estrutura dos estilbenos............cccumiiiiniiiccccc e 10

Figura 4 - Biossintese dos estilbenos (adaptado de Cichewicz & Kouzi, 2002; Roupe et dl,

Lippi et al, 2010; Artero et al,, 2015 ...ttt s st seaes 16
Figura 7 - Metabolitos do resveratrol (adaptado de Gambini et al,, 2015).....ccccceeevecurnenccnnnee 20
Figura 8 - Estrutura quimica da polidating.........c.ceeceueeeerccueirineceerr e 22

dE GADEI, 201 2) .ttt ettt ettt e 37
Figura 10 - Mecanismo catalitico das serina-hidrolases............cccccooeriiurivericnicnicnicniciicane, 40
Figura I'l - Os doze principios da quimica verde ... 47

Figura 12 - Estrutura quimica da polidatina, com identificagao dos grupos hidroxilo primario,

fendlicos e secundarios, e posigoes de aCilaga0. .......ccccvurevecururirecrrerinecneireeeere e eeaenns 69
Figura 13 - Espectro de RMN 'H da polidating..............ccoeeveverreeesmreeesessssessssssssesssssssssssssesssssss 70
Figura 14 - Espectro de RMN C da polidating .............coeereverreessmresesmssssssessssssessssssssssssessssssns 70

Figura 15 - Espectro RMN 'H do produto de reacgdo de acilagio enzimatica da polidatina
€OM 0 ACELALO de VINIlO ..ot ses 71
Figura 16 - Espectro RMN "C do produto de reacgdo de acilagio enzimética da polidatina
€com acetato de ViNIlO......ciiiiiiiciiic s sns 72
Figura |7 - Reagao de diacilagao da polidatina, utilizando acetato de vinilo como agente
acilante e a lipase CALB como biocatalisador ... 72
Figura 18 - Espectro RMN 'H do produto de reacgio de acilagdo enzimdtica da polidatina
€cOmM O CiNAMALO A VINIIO ...ttt ss s sassens 73
Figura 19 - Espectro RMN "C do produto de reacgio de acilagido enzimatica da polidatina
COM CINAMALO A€ VINIO....uiiieiiiiiciiiccitc ettt s st aasaene 74
Figura 20 - Reagao de monoacilagao da polidatina, utilizando cinamato de vinilo como agente

acilante e a lipase CALB como biocatalisador ...t 74

Xi


file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/tese%20oficial%20JV%20VERSÃO%2014_9_2018%20atualizada.docx%23_Toc524712208
file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/tese%20oficial%20JV%20VERSÃO%2014_9_2018%20atualizada.docx%23_Toc524712209
file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/tese%20oficial%20JV%20VERSÃO%2014_9_2018%20atualizada.docx%23_Toc524712209
file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/tese%20oficial%20JV%20VERSÃO%2014_9_2018%20atualizada.docx%23_Toc524712211
file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/tese%20oficial%20JV%20VERSÃO%2014_9_2018%20atualizada.docx%23_Toc524712211
file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/tese%20oficial%20JV%20VERSÃO%2014_9_2018%20atualizada.docx%23_Toc524712213
file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/tese%20oficial%20JV%20VERSÃO%2014_9_2018%20atualizada.docx%23_Toc524712213
file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/tese%20oficial%20JV%20VERSÃO%2014_9_2018%20atualizada.docx%23_Toc524712214
file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/tese%20oficial%20JV%20VERSÃO%2014_9_2018%20atualizada.docx%23_Toc524712215
file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/tese%20oficial%20JV%20VERSÃO%2014_9_2018%20atualizada.docx%23_Toc524712216
file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/tese%20oficial%20JV%20VERSÃO%2014_9_2018%20atualizada.docx%23_Toc524712216
file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/tese%20oficial%20JV%20VERSÃO%2014_9_2018%20atualizada.docx%23_Toc524712217
file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/tese%20oficial%20JV%20VERSÃO%2014_9_2018%20atualizada.docx%23_Toc524712219
file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/tese%20oficial%20JV%20VERSÃO%2014_9_2018%20atualizada.docx%23_Toc524712219
file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/tese%20oficial%20JV%20VERSÃO%2014_9_2018%20atualizada.docx%23_Toc524712220
file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/tese%20oficial%20JV%20VERSÃO%2014_9_2018%20atualizada.docx%23_Toc524712224
file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/tese%20oficial%20JV%20VERSÃO%2014_9_2018%20atualizada.docx%23_Toc524712224
file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/tese%20oficial%20JV%20VERSÃO%2014_9_2018%20atualizada.docx%23_Toc524712225
file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/tese%20oficial%20JV%20VERSÃO%2014_9_2018%20atualizada.docx%23_Toc524712225
file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/tese%20oficial%20JV%20VERSÃO%2014_9_2018%20atualizada.docx%23_Toc524712226
file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/tese%20oficial%20JV%20VERSÃO%2014_9_2018%20atualizada.docx%23_Toc524712226
file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/tese%20oficial%20JV%20VERSÃO%2014_9_2018%20atualizada.docx%23_Toc524712227
file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/tese%20oficial%20JV%20VERSÃO%2014_9_2018%20atualizada.docx%23_Toc524712227

Figura 21 - Espectro RMN 'H do produto de reacgio de acilagio enzimatica da polidatina
COM O PropPioNALO A VINMIlO....c.ueueuiiccieiriccicire ettt sttt ssaseaeaenns 75
Figura 22 - Espectro RMN "C do produto de reaccio de acilagio enzimitica da polidatina
COM O ProPioNALO A VIMIlO....c.ucueuiriccieiriccietreccetreccet sttt sttt e s saeaeaenns 76
Figura 23 - Reagao de diacilagao da polidatina, utilizando propionato de vinilo como agente
acilante e a lipase CALB como biocatalisador. ........c.c.ceeceueurenecueinencnceirencceireceeeseceseeseseeesnenes 76
Figura 24 - Espectro RMN 'H do produto de reacgio de acilagio enzimatica da polidatina
COM O PropPioNALO A VINIlO....c.cucucuiriceieireecieie ettt sttt ssaeaeaenns 77
Figura 25 - Espectro RMN "C do produto de reaccio de acilagio enzimética da polidatina
COM O PropPioNALO A VINMIlO....c.ucucuiriccieirieciciriccetrccet sttt se et e s sastaeaenns 78
Figura 26 - Reacao de acilagao da polidatina, utilizando propionato de vinilo como agente
acilante e a lipase CALB como biocatalisador ... 78
Figura 27 - Espectro RMN 'H do produto de reacgio de acilagio enzimatica da polidatina
CcOM 0 ACELALO de VINIlO.....ciiiiiiicic e s senes 79
Figura 28 - Espectro RMN "C do produto de reacgio de acilagio enzimética da polidatina
COM O ACELALO dE VINIlO...uuiuiiieiciicicitt ettt sttt ss s seas 80
Figura 29 - Reacao de acilagao do derivado 6”- monopropionato da polidatina com insergao
do acetato na posigao 3", utilizando acetato de vinilo como agente acilante e a lipase CALB

COMO DIOCATAIISAAON ...ttt eee et e st stesse et s st esaesse st estessessssstesaassesstansessassesntensensenses 80

indice de Tabelas

Tabela | - Principais classes de compostos fendlicos em relagao a sua cadeia de carbono

(adaptado de Morales-Gonzales, 201 3) ......coecveerrereeirereeirerceereeeeereeeeer et sseseaens 4
Tabela 2 - Classe de enzimas e tipo de reagoes que catalizam (Faber et al, 2015) .................. 35
Tabela 3 - Reagoes catalisadas pelas lipases (adaptado de Castillo et al, 2015) ............c........ 38
Tabela 4 - Quadro sintese das reagoes realizadas ao longo deste trabalho..........ccccccvueecunnee. 64
Tabela 5 - Quadro Sintese da nova reagao realizada ao longo deste trabalho .......................... 64

Xii


file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/tese%20oficial%20JV%20VERSÃO%2014_9_2018%20atualizada.docx%23_Toc524712228
file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/tese%20oficial%20JV%20VERSÃO%2014_9_2018%20atualizada.docx%23_Toc524712228
file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/tese%20oficial%20JV%20VERSÃO%2014_9_2018%20atualizada.docx%23_Toc524712229
file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/tese%20oficial%20JV%20VERSÃO%2014_9_2018%20atualizada.docx%23_Toc524712229
file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/tese%20oficial%20JV%20VERSÃO%2014_9_2018%20atualizada.docx%23_Toc524712230
file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/tese%20oficial%20JV%20VERSÃO%2014_9_2018%20atualizada.docx%23_Toc524712230
file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/tese%20oficial%20JV%20VERSÃO%2014_9_2018%20atualizada.docx%23_Toc524712231
file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/tese%20oficial%20JV%20VERSÃO%2014_9_2018%20atualizada.docx%23_Toc524712231
file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/tese%20oficial%20JV%20VERSÃO%2014_9_2018%20atualizada.docx%23_Toc524712232
file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/tese%20oficial%20JV%20VERSÃO%2014_9_2018%20atualizada.docx%23_Toc524712232
file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/tese%20oficial%20JV%20VERSÃO%2014_9_2018%20atualizada.docx%23_Toc524712233
file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/tese%20oficial%20JV%20VERSÃO%2014_9_2018%20atualizada.docx%23_Toc524712233
file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/tese%20oficial%20JV%20VERSÃO%2014_9_2018%20atualizada.docx%23_Toc524712234
file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/tese%20oficial%20JV%20VERSÃO%2014_9_2018%20atualizada.docx%23_Toc524712234
file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/tese%20oficial%20JV%20VERSÃO%2014_9_2018%20atualizada.docx%23_Toc524712235
file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/tese%20oficial%20JV%20VERSÃO%2014_9_2018%20atualizada.docx%23_Toc524712235
file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/tese%20oficial%20JV%20VERSÃO%2014_9_2018%20atualizada.docx%23_Toc524712236
file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/tese%20oficial%20JV%20VERSÃO%2014_9_2018%20atualizada.docx%23_Toc524712236
file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/tese%20oficial%20JV%20VERSÃO%2014_9_2018%20atualizada.docx%23_Toc524712236

~y

Introcucso

@
=
=
Q
s
9,







l. Introducao

[.1. Compostos polifendlicos

Os compostos polifendlicos sao um grupo de metabolitos secundarios que ocorrem
na Natureza (Phan et al., 2014; Bouayed, 2012) e, como tal, sao encontrados em alimentos e
bebidas derivados de plantas (Croft, 2016). Estes compostos sao produzidos como resposta
de defesa por parte das plantas contra agentes patogénicos e o stress em geral, sendo

essenciais para o crescimento e reproducao das plantas (Bouayed, 2012).

Os polifendis caraterizam-se por possuirem um ou mais anéis aromaticos, com um
ou mais grupos hidroxilo. As suas estruturas podem variar de moléculas fendlicas simples até
compostos altamente polimerizados, de elevado peso molecular (Bouayed, 2012; Ozcan et
al, 2014; Croft et al.,, 2016). Sao classificados de acordo com a natureza do seu esqueleto de
carbono: acidos fendlicos, flavonoides, estilbenos e lignanas (Tabela 1) (Phan et al, 2014).
Entre as varias classes de compostos fendlicos, os acidos fendlicos, os flavonoides e os

taninos sao considerados os principais compostos fenodlicos encontrados na dieta humana

(Soto-Hernandez, 2017; Bouayed, 2012).



Tabela | - Principais classes de compostos fendlicos em relagdo a sua cadeia de carbono (adaptado
de Morales-Gonzales, 201 3).

0
Acidos fendlicos C,-C, Q/LOH
0

Flavondides C,—C,-C,

Estilbenos C,-C2-C, ‘N‘

o

Lignanas (C—GCy),

A biossintese dos compostos polifendlicos ocorre por duas vias metabdlicos: a via do
acido chiquimico, onde sao formados, principalmente, os fenilpropandides e a via do acido
acético, em que os principais produtos formados sio os fendis simples. A maioria dos

compostos fendlicos sao sintetizados através da via dos fenilpropansides (Morales-Gonzales,

2013).

Os metabolitos secundarios conferem fungoes adaptativas a planta, nomeadamente
de defesa (contra predadores e microrganismos), de atragao (polinizagao de insetos e aves),
adaptativas (stress hidrico e radiagao UV) e de alelopatia (inibem o crescimento de espécies

competitivas) (Gutzeit & Muller, 2014).
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Até ao momento foram identificados mais de 8000 compostos polifendlicos naturais
em plantas e alimentos vegetais, como legumes, frutas e cereais (Mussatto, 2015). A maioria
dos polifendis que ocorrem naturalmente estao presentes como conjugados com mono e
polissacaridos, ligados a um ou mais grupos fenodlicos. Além disso, podem ocorrer como
derivados funcionais tais como ésteres e ésteres metilicos (Balasundram, et al.,, 2006; Soto-

Hernandez, 2017).

Diversos fatores podem influenciar a quantidade e a qualidade dos polifendis
presentes nos alimentos, entre eles a genética da planta e o seu modo de colheita, a
composigao do solo e as condigoes de crescimento, o estado de maturidade da planta e, por

fim, as condigoes pos-colheita destes metabolitos secundarios (Ozcan et al., 2014).

Nos ultimos anos, as frutas e os vegetais apresentaram um interesse nutricional
crescente, dependendo do tipo, nimero e modo de agao dos diferentes componentes,
designados de "fitoquimicos", pelos quais s3o constituidos estes alimentos. As plantas sio
fontes ricas em micronutrientes alimentares funcionais, fibras e fitoquimicos, como o acido
ascorbico, os carotendides e os compostos fendlicos, que, individualmente ou em
combinagao, podem ser benéficos para a saude (Ozcan et al, 2014). Os compostos
polifendlicos receberam atengao consideravel devido a crescente evidéncia que sugere que o
seu consumo promove numerosos beneficios para a saide humana. Esta evidéncia baseia-se
em estudos que indicam uma associagao entre a ingestao de polifendis e a sua agao

protetora contra diversas doengas (Mussatto, 2015).

Alias, alguns estudos tém demonstrado que uma dieta rica em frutas e legumes
contribui para retardar o envelhecimento e diminuiur o stress oxidativo associado a doengas
crénicas como, por exemplo, distirbios da fungao cognitiva e doengas neuroldgicas (Soto-

Hernandez, 2017; Lanzilli et al., 201 1).

A ampla gama de efeitos biologicos, fisioldgicos e farmacologicos dos polifendis esta
associada, principalmente, a sua acdo antioxidante, prevenindo diversas doengas que
envolvem o stress oxidativo, como aterosclerose, cancro, doengas neurodegenerativas
(como, por exemplo, doenca de parkinson e doenga de Alzheimer) e processos associados
ao envelhecimento (Phan et al, 2014, Mussatto, 2015). Esta atividade é exercida através da
eliminagao de radicais livres, da quelagao e estabilizagao de catides divalentes e através da
modulagiao de enzimas endogenas antioxidantes (Ozcan et al,, 2014; Vlachogianni et al., 2015;

Soto-Hernandez, 2017).



E de notar que a atividade antioxidante dos polifendis depende do estado de
hidroxilagao dos seus anéis aromaticos, ou seja, depende do numero e da posicao dos
grupos hidroxilo nos anéis aromaticos (Vlachogianni et al., 2015; Ozcan et al., 2014; Bouayed,
2012). Ha algumas carateristicas estruturais que tém sido associadas a atividade antioxidante
dos polifenois. Os atomos de hidrogénio dos grupos hidroxilo adjacentes, localizados nas
varias posi¢oes dos anéis A, B e C, as ligagcoes duplas do anel benzeno e a ligagao dupla do
grupo funcional 4-oxo (- C = O) de alguns polifendis, fornecem a estes compostos elevada

atividade antioxidante (Soto-Hernandez, 2017; Bouayed, 2012; Croft et al.,2016).

Esta caracteristica pode ser observada na quercetina e na catequina (Figura I).
Ambos os compostos compartilham um nidmero semelhante de grupos hidroxilo, nas
mesmas posigoes, no entanto, a quercetina contém ainda uma ligagao dupla C2-C3 no anel C
e no grupo funcional 4-oxo. A vantagem desta estrutura € o aumento da atividade
antioxidante, quando comparada com a estrutura da catequina com aproximadamente

metade da atividade antioxidante (Soto-Hernandez, 2017).

OH OH
/ OH OH
HO 0 ‘
' OH
OH
Catequina Quercetina

Figura | - Estruturas da catequina e da quercetina.

Além da atividade antioxidante, estes compostos exibem efeitos anti-inflamatorios,
efeitos antimicrobianos (potencial para inibir o crescimento de varios microrganismos, bem
como o virus HIV e influenza), efeitos antitumorais (potencial para inibir a tumorigenese em
varios orgaos, incluindo pulmao, estomago, esofago, intestino delgado, coélon, pancreas,
figado, prostata e pele), efeitos antitromboticos (potencial para inibir a agregagao de
plaquetas), efeitos antihiperglicémicos e antidiabéticos. E também de notar, a agio benéfica
dos polifendis no sistema cardiovascular, uma vez que inibem a oxidagao das lipoproteinas
de baixa densidade que estao associadas a formagao de placas aterosclerdticas (Mussatto,

2015).



A biodisponibilidade e o metabolismo dos polifendis devem ser ponderados quando
se consideram os possiveis beneficios destes compostos para a saide humana (Croft, 2016).
Apesar de varios estudos comprovarem que muitos polifendis possuem propriedades
bioquimicas potencialmente uteis, oferecendo uma promessa para o combate de diversas
doengas, o seu uso ¢é limitado devido a sua baixa solubilidade em agua, estabilidade limitada e
fraca absorgao intestinal, sendo pouco absorvidos e, por consequéncia, estao presentes na
circulagao sanguinea em quantidades muito baixas (Le et al, 2017; Biasutto et al., 2009). A
fraca absorcao intestinal deve-se ao facto dos polifendis apresentarem uma estrutura
hidrofébica (Acerson & Andrus, 2014; Torres et al,, 2011). E de notar que solubilidade é

reconhecida como um fator chave para a biodisponibilidade (Biassuto et al., 2009).

Portanto, os possiveis beneficios dos polifendis para a saude dependem da sua
absor¢ao e metabolismo (Ozcan et al., 2014; Balasundram et al., 2006). Estas duas etapas
ocorrem em varios pontos durante a passagem pela parede do intestino delgado para o
sistema circulatorio e posterior transporte pela veia porta para o figado (Balasundram et al.,

2006).

Na Natureza, os polifendis ocorrem principalmente como derivados glicosilados
(Biasutto et al., 2009). Estes compostos necessitam de ser convertidos nas suas agliconas, na
parede intestinal, antes de serem absorvidos para a circulagao sanguinea (Torres et al., 201 [;
Biasutto et al, 2009). Apos a absorgao, as agliconas dos polifendis sao conjugadas com
glucuronato ou sulfato (Soto-Hernandez, 2017; Torres et al., 201 1). Dependendo do grau de
glicosilagao, os polifendis e os seus metabolitos podem permanecer mais ou menos tempo a
nivel da circulagdo sanguinea. Isto deve-se ao facto da hidrolise completa dos diferentes
compostos glicosilados, no trato intestinal, depender do padrao de glicosilagao dos

compostos bioativos (Torres et al,, 201 1).
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Figura 2 - As vdrias rotas de absorcdo previstas para os compostos fendlicos (adaptado de Soto-
Hérnandez, 2017).

A absorgao e o metabolismo dos polifendis sao, entao determinados pela sua
estrutura, o que inclui o grau de glicosilagao/acilagao, o tamanho molecular e a solubilidade
(Ozcan, et dal, 2014; Balasundram et al, 2006). A glicosilagio de compostos bioativos €
conhecida por melhorar a sua biodisponibilidade. Por exemplo, a solubilidade do resveratrol
aumenta significativamente, de 5 a |8 vezes, quando uma molécula de glicose é adicionada,

de forma a originar a polidatina (Le et al., 2017).



A glicosilagao, além de melhorar as propriedades fisico-quimicas dos compostos
bioativos, tais como a solubilidade e o coeficiente de particao, protege contra a oxidagao
por grupos fenodlicos que se encontram glicosilados e melhora a biodisponibilidade dos
medicamentos que necessitam de passar a barreira hematoencefilica (Torres et al,, 2011). A
biodisponibilidade pode ser melhorada através da otimizagao da escolha do componente

glicosidico ou por ligagao a uma molécula polimérica soltvel (Biassuto et al., 2009).

Desvendar a importancia destes polifenois e estabelecer relagoes estrutura-actividade
abre caminho para que estes compostos bioativos possam ser possiveis candidatos a

medicamentos funcionais (Phan et al., 2014).

I.1.1. Estilbenos

Os estilbenos representam uma classe Unica de produtos naturais biologicamente
ativos, produzidos por varias familias de plantas (Le, et al., 2017; Mathew et al., 2012). Sao
pequenos compostos de baixo peso molecular (Sugathan et al, 2017; Roupe et al.,, 2006) e
estruturalmente caraterizados por um esqueleto de catorze carbonos, com dois anéis fenilo
unidos por uma ponte de etileno (Cichewicz et al,, 2002; Kasiotis et al., 2013; Riviere et dl.,
2012; Silva et al, 2014; Xiao et al, 2008). Assim, sao designados por compostos |,2-
difeniletileno, estando os grupos hidroxilo que os constituem, substituidos nos anéis fenilo
(Ozcan et al, 2014). Apresentam uma formula basica C6-C2-Cé e sao divididos em duas
categorias: estilbenos monoméricos e estilbenos oligoméricos (Kuete, 2013; Kiselev et al.,

2016).

Embora os polifendis apresentem uma enorme diversidade quimica, os estilbenos
constituem um grupo restrito de moléculas, cujo esqueleto é baseado no resveratrol (3,5,4’-
tri-hidroxi-trans-estilbeno), na pinosilvina (3,5-di-hidroxi-trans-estilbeno), ou do piceatannol
(3,4,3’,5’-tetrahidroxi-trans-estilbeno) que sao os principais precursores da biossintese dos
estilbenos e os mais comuns encontradosz nas plantas (Jeandet et al., 2010; Kiselev et al,

2016).
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Figura 3 - Estrutura dos estilbenos.

Nas plantas, os estilbenos parecem funcionar como fitoalexinas, as quais sao
reconhecidas como importantes moléculas nos mecanismos de defesa das plantas contra
microrganismos fitopatogénicos, sendo sintetizadas em resposta uma ampla gama de fatores
de stress bioticos e abioticos (Kuo, Chen & Liu, 2016; Jeandet et al., 2010; Roupe et al., 2006;
Silva et al., 2014; Kiselev et al., 2016). Sob ameaga ambiental, o hospedeiro vegetal ativa a via
dos fenilpropanodides e os estilbenos sao produzidos (Roupe et al., 2006). Por exemplo, os
seus papéis como compostos de defesa antifungicos foram demonstrados em plantas como a
Vitis vinifera (videira) (Wiese et al., 1994), a Sorghum bicolor (sorgo) (Yu et al., 2005) e a
Arachis hypogaea (amendoim) (Sobolev et al., 2008).

Estes compostos ocorrem naturalmente em varias familias de plantas nao
relacionadas incluindo Ericaceae (mirtilos), Pinaceae (pinhas), Poaceae (sorgos),
Polygonaceae (ruibarbo), Fabaceae (amendoim), Gnetaceae (gnetum) e Vitaceae (uvas)
(Kiselev et al, 2016; Jeandet et al, 2010; Reinisalo et al, 2015; Riviere et al, 2012), mas
apenas alguns deles sao encontrados na dieta humana, incluindo a trans-resveratrol e o seu
glicosido natural, a trans-polidatina (Kasiotis et al., 2013). As principais fontes de estilbenos
incluem uvas, vinho, soja e amendoim (Ozcan, et al, 2014). As uvas constituem a principal

fonte de estilbenoides na dieta humana (Sugathan et al., 2017; Mathew et al., 2012).

Os estilbenos sao sintetizados através da via dos fenilpropandides (Kiselev et al.,
2016). A sintese destes compostos € dependente de uma Unica enzima chave conhecida

como estilbeno sintase (Cichewicz & Kouzi, 2002; Reinisalo et al., 2015; Silva et al., 2014;
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Riviere et al, 2012). A estilbeno sintase nao € expressa em todas as espécies de plantas e,
portanto, a distribuicao dos estilbenos no reino vegetal ¢ limitada (Riviere et al., 2012; Yu et
al,, 2005). Esta enzima ndo é expressa constitutivamente nas plantas. E expressa em resposta
a fatores de stress, que incluem, entre outros, radiagao ultravioleta, estimulos quimicos e
ataques microbianos. Estes fatores sao capazes de iniciar a sintese desta enzima, facilitando o

aumento desta na planta (Cichewicz & Kouzi, 2002; Yu et al., 2005).

O esqueleto de um estilbeno é formado através da condensagao de trés moléculas de
malonil-CoA e de uma molécula de p-coumaroil-CoA (no caso do resveratrol) ou de uma
molécula de cinamoil-CoA (no caso da pinosilvina) (Cichewicz & Kouzi, 2002; Jeandet et al.,
2010; Kiselev et al, 2016; Riviere et al, 2012). O fecho do anel, de forma a originar o
estilbeno, é conseguido por uma condensagao alddlica intramolecular, acoplada a perda de

CO, (Figura 4) (Hammerbacher, 201 1).
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Figura 4 - Biossintese dos estilbenos (adaptado de Cichewicz & Kouzi, 2002; Roupe et al.,
2006).



Como resultado da ponte de eteno que une os dois anéis aromaticos destes
compostos, os estilbenos podem ocorrer como dois possiveis estereoisomeros, a forma E
(trans-estilbeno) e a forma Z (cis-estilbeno), dependendo de onde os grupos funcionais estao
ligados em relagao um ao outro em ambos os lados da ligacao dupla (Likhtenshtein, 2010;
Unsalan et al., 2015, Roupe et al., 2006; Xiao et al., 2008; Silva et al., 2014). E de notar que
devido a sua estrutura planar e ao seu impedimento estérico, o cis-estilbeno ¢, portanto,
menos estavel (Likhtenshtein, 2010; Unsalan et al, 2015; Kiselev et al,2016). Tém sido
descritos varios caminhos que levam a isomerizagao do estilbeno trans para cis, tais como a
quebra da dupla ligagdo por radicais, foto-isomerizagao direta sob irradiagao solar ou

ultravioleta e isomerizagao térmica (Silva et al., 2014).

O isomero trans é a configuragao mais comum e a forma mais abundante nas plantas,
sendo conhecido por apresentar propriedades biologicas mais ativas em comparagao com o
isomero cis (Kiselev et al,2016; Roupe et al., 2006; Sugathan et al, 2017; Riviere et al., 2012;
Xiao et al., 2008; Silva et al., 2014). Alias foi demonstrado em varios ensaios que a forma Z
exibe atividade anticancerigena e antioxidante mais forte em comparagao com a forma E
(Roupe et al., 2006). Waffo-Téguo et al. (2001) mostraram que os compostos trans-estilbeno
sao significativamente mais potentes na sua capacidade de inibir a atividade da ciclo-

oxigenase (COX) | em comparagdo com os compostos cis-estilbeno (Waffo-Téguo et al.,

2001).

Muitos papéis tém sido atribuidos aos estilbenos, como compostos antimicrobianos,
dissuasores ou repelentes nas plantas, protegendo-as de ataques por fungos, bactérias, ou
herbivoros (Jeandet et al., 2010). Mais recentemente, os estilbenos foram reconhecidos pelos
seus efeitos protetores em varias patologias principalmente pela sua atividade antioxidante,
anticancerigena, cardioprotetora e neuroproterora (Kuete, 2013; Mathew et al, 2012;

Jeandet et al,, 2010).

Como um composto fendlico, os estilbenos contribuem para o potencial antioxidante
do vinho tinto, que pode estar relacionado com a diminuigao de doengas cardiovasculares
observada entre os consumidores de vinho (Torres et al.,, 2010). Os compostos fendlicos do
vinho podem ser divididos em flavonodides e nao flavondides. Os flavonoides representam
mais de 85 % dos componentes fendlicos do vinho tinto. Os compostos incluem acidos
hidroxicindamicos, acidos hidroxibenzoicos, estilbenos e taninos hidrolisaveis. A propor¢ao
de compostos fendlicos no vinho depende da variedade da uva, da regiao, do método de
produgao e do processo de envelhecimento. O vinho tinto é conhecido por conter 10 vezes
mais compostos fendlicos do que o vinho branco (Artero et al., 2015; Lippi et al., 2010).
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A biodisponibilidade limitada, a baixa especificidade do alvo e o rapido metabolismo
dos estilbenos representam obstaculos para alcangar concentragoes suficientemente altas
destes compostos no plasma e nos tecidos-alvo, a fim de exercer os seus efeitos benéficos
(Reinisalo et al., 2015). A glicosilagao dos estilbenos é funcional para o armazenamento,
translocagao, modulagao da atividade antifliingica e protegao contra a degradagao oxidativa
(Flamini et al., 2013). E de salientar que a glicosilagio do trans-estilbeno reduz a sua atividade
quando comparado com as agliconas correspondentes, o que € menos importante na

estrutura do isomero Z (Ramawat & Merillon, 2008).

Os estilbenos compreendem uma classe de polifenois vegetais que ganharam grande
interesse pelas suas estruturas intrinsecas e pelas suas diversas atividades bioldgicas. Estes
compostos e os seus derivados sao de interesse notavel para areas como a biotecnologia da
saude, pesquisa e desenvolvimento de medicamentos e medicina, devido ao seu potencial em
aplicagoes terapéuticas ou preventivas (Silva et al, 2014). Pode-se considerar que os
estilbenos emergem como ferramentas promissoras contra as duas maiores ameagas a saude

na nossa sociedade: doengas cardiovasculares e cancro (Kasiotis et al., 2013).

I.1.1.1. Resveratrol

Entre os estilbenos, o resveratrol, 3,5,4’-tri-hidroxiestilbeno, é o estilbeno mais
estudado (Le et al, 2017). Foi originalmente isolado a partir da raiz seca Veratrum
grandiflorum em 1940 (Artero et al, 2015; Fuggetta & Mattivi, 201 |; Sebastia et al.,, 2012) e é
constituido por dois anéis aromaticos unidos por uma ligagao dupla “estilbénica” (Udenigwe
et al, 2008; Fuggetta & Mattivi, 201 |; Artero et al., 2015; Zamora-Ros et al.,, 2008; Rizvi &
Pandey, 2010). Os anéis aromaticos que o constituem possuem trés grupos hidroxilo ligados
aos seus atomos de carbono, como observado na maioria dos compostos polifendlicos

(Udenigwe et al., 2008).

A dupla ligagao que une os dois anéis aromaticos do resveratrol permite que este
ocorra naturalmente na forma isomérica cis - (Z) e trans - (E), cis-resveratrol e trans-
resveratrol (Figura 5), sendo o isbmero trans do resveratrol estereoquimicamente a forma
mais estavel e mais comumente usada (Camont et al, 2009; Artero et al, 2015; Fuggetta &
Mattivi, 201 |; Sebastia et al., 2012; Udenigwe et al., 2008; Huang & Mazza, 201 |; Peki¢ et al.,
2008; Cvejic et al, 2010). Além disso, € de salientar que a forma E e a forma Z do

resveratrol tém efeitos bioldgicos diferentes, pois foi relatado que o isébmero trans é
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biologicamente mais ativo, exibindo atividade antioxidante mais forte que o isébmero cis

(Huang & Mazza, 201 |; Kasiotis et al., 201 3).

Ambos os isomeros trans e cis do resveratrol existem na forma dos seus glicosidos
(Udenigwe et al., 2008). O cis-resveratrol pode ser obtido através do trans-resveratrol, sob
exposi¢ao a luz solar ou irradiagio UV em comprimentos de onda de 254 nm ou 366 nm.
(Camont et al., 2009; Huang & Mazza, 201 |; Artero et al., 2015; Fuggetta & Mattivi, 201 [;
Sebastia et al,, 2012; Kiselev et al., 2016; Likhtenshtein, 2010).

OH
=
aY &
- HO OH
Trans-resveratrol Cis-resvetratrol

Figura 5 - Estrutura dos isémeros cis e trans do resveratrol.

Nas plantas, os polifendis sao geralmente encontrados como glicdsidos ou
metoxidos, ou ligados a cadeias de acidos gordos (Regev-Shoshani et al, 2003). O
resveratrol também pode ser encontrado na Natureza como um glicésido (Torres et al.,
2011). Estes derivados diferem das agliconas nao apenas nas suas atividades bioldgicas
(principalmente antioxidante), mas também na sua solubilidade em agua e biodisponibilidade

(Kuhnle et al., 2000; Orsini et al., 1997).

Curiosamente, a maioria dos polifendis nao sao substituidos no seu grupo hidroxilo
"redutor”, isto é, podem ainda funcionar como antioxidantes, mas podem também estar
expostos a enzimas oxidantes e patogénicas (Arora et al., 1998; Pannala et al, 2001). Uma
vez formados, os polifendis sao submetidos a oxidagao deletéria pelas préprias enzimas
oxidantes (por exemplo, tirosinases) da planta (Espin & Wichers, 1999, Gilly et al, 2001).
Além disso, tais enzimas, que neutralizam as atividades biologicas dos polifenois, também sao
excretadas por patogenos vegetais e existem em todo o sistema digestivo (Regev-Shoshani et
al., 2003) O trans-resveratrol, como outros polifenois, é submetido a oxidagao enzimatica
por estas enzimas nas plantas, durante o processamento de alimentos e também apos o

consumo humano (Espin & Wichers, 1999, Gilly et al., 2001).
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Regev-Shoshani et al. (2003) mostraram que substituir o grupo hidroxilo na posicao
C-4' (para) do resveratrol bloqueou completamente a sua oxidagdo enzimatica pelas
tirosinases. Sugere-se que a glicosilagdo do resveratrol, e possivelmente outros polifendis,
nos seus grupos menos reativos tenham evoluido nas plantas de modo a proteger estas
moléculas da oxidagao enzimatica, enquanto mantém as suas atividades benéficas e aumenta

a sua solubilidade e biodisponibilidade (Regev-Shoshani et al., 2003).

O resveratrol é um dos muitos metabolitos secundarios produzidos pelas plantas que
pode contribuir para os potenciais beneficios para a saiude atribuidos a algumas plantas
(Huang & Mazza, 2011). E considerado uma fitoalexina produzido naturalmente por vérias
familias de plantas, mais notavelmente na casca de uva, contra infe¢oes flingicas ou
bacterianas e fatores bioticos e abioticos (Kapetanovic et al,, 201 |; Fuggetta & Mattivi et al.,
2011; Stivala et al, 2001; Sebastia et al, 2012; Likhtenshtein et al., 2010; Park et al, 2015;
Wang et al., 2016b; Kasiotis et al., 2013; Udenigwe et al., 2008; Huang & Mazza, 201 |; Lippi et
al., 2010; Camont et al., 2009; Torres et al., 2010; Ruhman et al., 2006; Torres et al., 201 I).
Pode-se considerar que as propriedades fitoalexinicas do resveratrol em plantas podem

explicar a bioatividade associada a esta molécula (Udenigwe et al., 2008).

A principal enzima responsavel pela biossintese do resveratrol é a estilbeno-sintase
que condensa uma molécula de p-cumaroil CoA com trés moleculas de malonil-CoA (Figura
4) (Park et al, 2015; Udenigwe et al., 2008; Sebastia et al., 2012). Os genes codificadores da
estilbeno-sintase foram identificados na videira, no pinheiro, na Arachis hypogea, no

Parthenocissus henryana, na Vitis riparia, no sorgo, entre outras (Park et al., 2015).

O resveratrol é um componente caracteristico da Vitis vinifera, estando presente
principalmente na casca de uvas e, portanto, € um constituinte do vinho tinto (Zamora-Ros,
et al, 2008; Likhtenshtein et al, 2010; Park et al, 2015; Wang et al, 2016b). Todavia, o
resveratrol nao é exclusivo da Vitis vinifera pois este é encontrado em muitos alimentos e
bebidas a base de plantas, incluindo amendoins, amoras, mirtilo, cacau em po, leguminosas e
em outros alimentos que tem sido usado ha séculos na medicina tradicional asiatica
(Kapetanovic et al, 2011; Artero et al., 2015; Stivala et al, 2001; Rizvi & Pandey, 2010;
Kasiotis et al., 2013; Sebastia et al., 2012; Udenigwe et al., 2008; Kuo et al., 2016).

O resveratrol parece desempenhar um papel ativo na prevencao do desenvolvimento
e progressao da doenga cardiovascular, possivelmente por meio de um caleidoscopio de

efeitos benéficos (Figura 6) (Lippi et al., 2010; Artero et al., 2015).
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Figura 6 - Descricdo dos efeitos bioldgicos do resveratrol e do vinho tinto (adaptado de Lippi et
al, 2010; Artero et al., 2015.

A funcao fisiologica do resveratrol foi identificada pela primeira vez num estudo
epidemiologico da Organizacao Mundial de Saude, que mostrou que, embora os franceses
tenham ingestao relativamente alta de gorduras, a incidéncia de doengas cardiovasculares foi
significativamente menor do que em outras nacionalidades. O efeito foi relacionado com a
ingestao relativamente alta de vinho tinto pelos franceses (Renaud & De Lorgeril, 1992).
InvestigagOes posteriores mostraram que o resveratrol era o principal composto que

exercia um efeito protetor contra doencgas cardiovasculares (Siemann & Creasy, 1992).

A proporcao de compostos fendlicos no vinho depende da variedade da uva, da
regiao de cultivo, do método de produgao e do processo de envelhecimento. Os compostos
fendlicos do vinho podem ser divididos em flavondides e nao flavonoides. Os flavonoides,
que representam mais de 85 % dos componentes fendlicos do vinho tinto, incluem
diferentes familias moleculares, como flavonais, flavonas e antocianidinas. Os compostos nao
flavonoides incluem acidos hidroxicinamicos, acidos hidroxibenzodicos, estilbenos
(principalmente o resveratrol) e os taninos hidrolisaveis. O vinho tinto é conhecido por
conter 10 vezes mais compostos fendlicos do que o vinho (Artero et al,, 2015; Tedesco et
al., 2000; Sebastian et al., 2012; Lippi et al., 2010; Likhtenshtein et al., 2010; Cvejic et al., 2010;
Zamora-Ros et al., 2008).
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O teor de polifendis, incluindo o do resveratrol, no vinho tinto é naturalmente
superior ao do vinho branco. O resveratrol € libertado da pele da uva durante a produgao
comercial de vinho. A baixa concentracao de resveratrol no vinho branco deve-se as
condigoes de processamento, ou seja, o vinho branco é fermentado apds a remogao da pele
da uva, enquanto que o vinho tinto é fermentado com a casca da uva, o que permite a
absorg¢ao do resveratrol no vinho (Udenigwe et al, 2008; Tedesco et al, 2000; Lippi et al.,
2010; Bekic¢ et al., 2008; Cvejic et al., 2010). O vinho tinto contém uma média de 2 mg / L de
resveratrol enquanto que a concentragao de resveratrol no vinho branco é < | mg / L (Pekic¢

et al,, 2008; Cvejic et al., 2010).

Em relacio a estrutura trans e cis do resveratrol no vinho, ambas as formas
isoméricas estao presentes no vinho branco e no vinho tinto, sendo o isomero cis
encontrado em quantidades relativamente menores do que o isdmero trans (Udenigwe et al.,
2008; Pekic¢ et al., 2008; Cvejic et al, 2010). No vinho tinto, a concentragao do isébmero

trans, que é a forma principal, varia, geralmente, entre 0,10 e 15 mg / L (Dekic¢ et al., 2008).

O estudo epidemiolégico que relaciona a baixa incidéncia de doengas
cardiovasculares da populagao francesa, apesar da sua dieta rica em gorduras saturadas, com
o consumo diario de quantidades moderadas de vinhos tinto e a baixa incidéncia de doengas
cardiovasculares, é chamado de “paradoxo francés”, sendo o fator chave deste paradoxo, a
poderosa atividade antioxidante do resveratrol (Kasiotis et al, 2013; Stojanovic & Brede
2002; Likhtenshtein et al., 2010; Park et al, 2015; Livingston et al., 2015; Lippi et al., 2010;
Fernandez-Pachén et al., 2004; Cvejic et al., 2010; Kuo et al., 2016).

Dentro do sistema cardiovascular, o eritrocito € o tipo mais comum de células
sanguineas. Estes sao ricos em hemoglobina e acidos gordos, sendo portanto, vulneraveis ao
stress oxidativo. O stress oxidativo, por sua vez, pode levar a destruicao estrutural e
funcional dos eritrocitos, podendo estar relacionado ao risco de doenga cardiovascular
(Wang et al., 2016b; Clemens & Waller, 1987). Rizvi & Pandey (2010) mostraram que o
resveratrol pode penetrar os eritrocitos humanos e acumular-se em concentragoes muito

mais altas em comparagao com os niveis plasmaticos (Rizvi & Pandey, 2010).

Wang et al. (2016b) criaram um modelo in vitro de dano oxidativo dos eritrécitos
induzido pelo sistema hipoxantina-xantina oxidase (HX-XOD), que simulou a principal via
para a geragao de radicais livres no corpo humano. Os radicais livres gerados pelo sistema
HX-XOD podem promover a conversao de hemoglobina em meta-hemoglobina e causar a

destruicao da morfologia e funcao dos eritrocitos. O resveratrol exerceu efeitos protetores
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na medida em que manteve a integridade estrutural e morfoldgica dos eritrocitos e além
disso, inibiu a geragao de meta-hemoglobina. Assim, ficou demonstrado o papel do

resveratrol sobre os eritrocitos, sendo este benéfico para a saude cardiovascular (Wang et

al, 2016 b).

O resveratrol demonstrou estar envolvido na modulagao de inumeras vias de
sinalizacao celular (Karikumar et al, 2008; Athar et al, 2009), exercendo assim uma
variedade de efeitos, entre eles, efeitos antioxidantes (Pan et al., 2017; Wang et al., 2017;
Akarca et al,, 2017), anti-inflamatérios (Zhu et al,, 201 1; Mattison et al, 2014; Wang et al.,
2017), antivirais (Zhao et al, 2017; Chan et al, 2017), antifungicos (Houillé et al., 2014),
anticancerigenos (Kim et al, 2017; Jing et al., 2016; Lin et al., 2013), cardioprotetores (VWang
et al, 2016b; Yan et al, 2018; Riba et al, 2017), neuroprotetores (Akarca et al, 2017;
Takahashi et al., 2017), imunomoduladores (Zou et al., 2013; Cui et al,, 2018), entre outros.
Além destes efeitos, o resveratrol também desempenha um papel importante na diabetes
(Yan et al, 2018; Yang & Kang, 2018), na artrite (Wahba et al, 2015; Gu et al,, 2016) e no

envelhecimento (Li et al., 2017).

O numero e a posigao dos grupos hidroxilo na molécula do resveratrol, assim como
o numero e a posicao dos grupos hidroxilo glicosilados sao importantes em termos de
atividade antioxidante (Regev-Shoshani et al, 2003; Stivala et al, 2001; Stojanovic & Brede
2002; Fuggetta & Mattivi, 2011). Curiosamente, a maioria dos polifendis que ocorre
naturalmente sao glicosilados nas posicoes menos reativas, em termos de capacidade

antioxidante (Regev-shashomi et al., 2003).

Foi descrito que o grupo hidroxilo na posigao 4’ é o grupo funcional mais reativo na
eliminagao de radicais livres e portanto, responsavel pela atividade antioxidante do
resveratrol (Regev-Shoshani et al, 2003; Stivala et al, 2001; Fuggetta & Mattivi, 2011). Por
outras palavras, o grupo para-hidroxilo do resveratrol € mais reativo na eliminagao de
radicais livres do que o grupo meta-hidroxilo (Stojanovic & Brede 2002; Fang et al., 2002). A
observagao de que os compostos trans-estilbeno que tém funcionalidades orto-di-hidroxilo e
/ ou para-hidroxilo possuem uma atividade antioxidante notavelmente mais elevada do que
os que nao possuem tais funcionalidades, fornece informagao util para a produgao de

farmacos antioxidantes (Fang et al., 2002).

Portanto, ficou bem estabelecido que o grupo para-4-hidroxilo no resveratrol é mais

acidico que os dois grupos meta-hidroxilo e, portanto, quaisquer caracteristicas quimicas ou



biologicas que modifiquem a acidez do resveratrol provavelmente aumentario a sua

atividade (Rizvi & Pandey, 2010).

Embora o resveratrol apresente efeitos benéficos em estudos in vitro, sabe-se que a
sua distribuicao a nivel tecidual é muito baixa (Gambini et al, 2015; Das et al., 2008). De
facto, as suas potenciais atividades bioldgicas in vivo dependem da sua absorgao intestinal e
subsequente acesso aos tecidos alvo (Henry-Vitrac et al, 2006). Apesar desta desvantagem
do resveratrol, este mostra eficacia in vivo. Sabe-se que os polifenois e os seus glicésidos sao
submetidos a0 metabolismo enzimatico e microbiano no trato gastrointestinal e no figado,
resultando na ocorréncia de metabolitos glucunorados, metilados e sulfatados no plasma

circulante (Regev-shoshani et al., 2003; Henry-Vitrac, et al., 2006).

O efeito in vivo do resveratrol pode ser explicado pela conversao dos seus
metabolitos novamente em resveratrol nos orgaos-alvo como o figado (Vitrac et al, 2003).
Ou seja, os metabolitos glucunorideos podem sofrer clivagem enzimatica pela enzima B-
glucuronidase, dando-se a reabsor¢ao do composto original. Outra possivel explicagao seria
a recirculagao entero-hepatica dos metabolitos do resveratrol, seguida da sua desconjugagao
no intestino delgado e a sua reabsor¢ao (Marier et al., 2002; Kapetanovic et al, 2011). Por
fim, o efeito biologico do resveratrol in vivo podera depender do efeito dos seus metabolitos
circulantes (Gambini et al, 2015; Zamora-Ros et al, 2008). De facto, as concentragoes
séricas dos metabolitos sulfatados sao mais altas do que as concentragoes séricas de
resveratrol. Portanto a capacidade dos metabolitos em reter algum grau de atividade pode

ser relevante (Ogas et al.,, 201 3).

Assim, embora o resveratrol seja muito promissor, apresenta algumas limitagoes
devido a sua fraca solubilidade, baixa estabilidade em meios aquosos e também pela sua
propensao para oxidar. Estas propriedades fazem do resveratrol um composto com baixa

biodisponibilidade (Marel et al., 2008; Colin et al., 2009).

O resveratrol é conhecido por apresentar baixa biodisponibilidade oral com alta
absor¢ao, mas metabolismo rapido e baixas concentragoes teciduais (Ogas et al, 2013;
Kapetanovic et al, 2011; Marel et al, 2008; Colin et al, 2009). Como um composto
polifendlico (log P > 3.1), a permeabilidade gastrointestinal do resveratrol através das células
epiteliais nao é considerada uma preocupagao (Das et al, 2008). Alias Walle et al. (2004)
mostraram que quando administrada uma dose oral de 25 mg de resveratrol, em seres

humanos, 70 % do resveratrol é absorvido (Walle et al., 2004).



A biodisponibilidade do resveratrol fica entao comprometida pelo seu metabolismo
extenso, uma vez que, embora 70 % do resveratrol seja rapidamente absorvido apos
ingestao oral, sao detetadas quantidades vestigiais de resveratrol inalterado no plasma

(Artero et al., 2015).

O resveratrol é metabolizado pelas enzimas hepaticas de fase Il, levando a produgao
de metabolitos, resveratrol-3-O-glucuronido, resveratrol 3-O-sulfato e derivados 4’O-
glucuronidos, que retém alguma atividade bioldgica (Figura 7) (Udnigwe et al., 2008; Wang et
al., 2004; Das et al., 2008; Ogas et al., 2013; Torres, et al., 2010; Messina et al., 2015). Como
consequéncia, o primeiro passo hepatico deixa pouco resveratrol livre (Gambini et al., 2015),

tendo este um tempo de semi-vida de 8-14 min (Torres, et al., 2010; Das et al., 2008).

Resveratrol-3-O-glucuronido

COOH OH
OH
COOH I
}{0-'.'; -~ o~ - P
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Resveratrol-4-O-glucuronido Resveratrol trissulfato

Figura 7 - Metabolitos do resveratrol (adaptado de Gambini et al., 2015).

Os conjugados glucuronidos e sulfatados sao as principais espécies de resveratrol
encontradas no plasma (Kapetanovic et al, 2011). Alids a conjugagao com glucuronido ou
sulfato é a via metabdlica mais provavel para varios polifendis (Henry-Vitrac et al, 2006).
Sabe-se que os metabolitos do resveratrol sao muito menos toxicos que o resveratrol,
levantando a possibilidade de que a glucunoridagao do resveratrol possa ter um papel na
desintoxicagao, e prolongamento da eficacia do resveratrol em humanos (Wang et al., 2004).
Tanto em estudos in vitro como em estudos in vivo a glucunoridagao predomina claramente,
sendo de grande importincia no metabolismo do resveratrol, com uma pequena

contribuicao pela sulfatagao (Kaldas et al., 2003).
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Uma das abordagens possiveis que pode aumentar a biodisponibilidade deste
composto é obter anilogos ou derivados de resveratrol com atividade comparavel. A
modificagao regioselectiva da posicao 3-OH ¢é de grande interesse (Torres, et al., 2010). Os
grupos fenolicos do resveratrol nas posicoes 3 e 4 exibem uma reatividade muito
semelhante, uma vez que, os grupos fenodlicos nas posicoes 3 e 5 sao quimicamente
equivalentes devido ao resveratrol ser uma molécula simétrica. Portanto, a biocatdlise
poderia ser um método a usar devido a extraordindria seletividade das enzimas, com o

objetivo de aumentar a biodisponibilidade do resveratrol (Torres, et al., 2010).

A metilagao do resveratrol pode aumentar a sua biodisponibilidade, sem perda da sua
atividade bioldgica (Marel et al., 2008; Colin et al., 2009; Torres et al., 201 1). Um exemplo, é
o pterostilbeno (4 - [( E) - 2 - (3, 5 - dimetoxifenil) etenil] fenol), um analogo do éter
dimetilico do resveratrol com a mesma atividade scavagening do resveratrol, tem uma
biodisponibilidade de 80% em ratos, ao contrario de 20 % para o resveratrol (Kapetanovic et

al, 2011).

A minima modificagao no nulcleo do resveratrol pode causar grandes variagoes na
atividade bioldgica (Torres, et al., 2010). Alvos desejaveis do resveratrol exigiriam o uso
destes derivados para alcangar o local de agao aumentando a biodisponibilidade, o pico de

concentragao no plasma e a estabilidade geral da molécula (Ogas et al., 2013).

1.1.1.2. Polidatina

A polidatina (3, 4', 5-tri-hidroxiestilbeno-3-O-B-D-glucopiranésido) a forma
glicosilada do resveratrol (Ding et al., 2014), é um composto monocristalino natural isolado
da raiz e rizoma de uma planta medicinal tradicional chinesa Polygonum cuspidatum Sieb. et
Zucc (Polygonaceae), uma planta com valor medicinal e nutricional (Xu et al., 2016a; Zhang et
al, 2014; Wang et al, 2016a; Le et al, 2017; Jiang et al.,, 2015; Cao et al, 2017; Ling et al.,
2016). A raiz de P. cuspidatum é uma das ervas medicinais tradicionais mais utilizadas para o
tratamento de algumas doengas como aterosclerose, asma, hipertensao, cancro, doengas
cardiacas, entre outras (Zhang et al, 2009). Os principais constituintes associados a estas

propriedades, sao os estilbenos e as antraquinonas (Zhang et al.,, 2009).

A forma mais abundante do resveratrol na Natureza é a trans-polidatina (3, 4', 5-tri-
hidroxiestilbeno-3-B-D-glucésido; E-polidatina; polidatina) (Le et al, 2017). A estrutura da

polidatina é semelhante a do resveratrol, na qual uma glucose liga-se na posicao C-3,
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substituindo assim um grupo hidroxilo (Figura 8) (Xu et al., 2016b; Ling et al., 2016; Zhang et
al, 2014; De Maria et al, 2013; Jiang et al, 2015). Esta substituicao da origem a mudangas
conformacionais na molécula, resultando em mudangas nas suas propriedades biologicas. A
polidatina é mais resistente a oxidagao enzimatica do que o resveratrol. Além disso, ao
contrario do resveratrol que penetra passivamente na célula, a polidatina entra na célula
através de um mecanismo ativo usando transportadores de glicose. Estas propriedades
tornam a polidatina uma molécula dotada de maior biodisponibilidade em relagio ao
resveratrol (Cao et al, 2017; Jiang et al., 2015; Lanzilli et al., 201 |; Xu et al., 2016b; Xie et dl,
2012; Zhang et al., 2014; Ravagnan et al., 2012).

OH

OH

OH

Figura 8 - Estrutura quimica da polidatina.

A polidatina esta presente na alimentagdo humana, é detetada em uvas, amendoins,
vinho tinto e produtos que contém cacau. Este composto é o principal derivado do
resveratrol em muitas plantas e geralmente esta presente em quantidade maiores que o
proprio resveratrol (Kuo et al., 2016; Xu et al,, 2016 a; Lv et al,, 2006; Xue et al,, 2017). A
concentragao da polidatina excede a do resveratrol em 5 a |0 vezes na raiz e rizoma de P.

cuspidatum (Le et al., 2017).

No vinho, a concentragao de trans-polidatina € mais elevada que a concentragao de
trans-resveratrol. O cis-resveratrol e o cis-polidatina sao tipicamente encontrados em
concentragoes mais baixas, sendo geralmente, biologicamente menos ativos que as suas
formas trans (Vitrac et al, 2005). No vinho tinto, o teor de cis-resveratrol ¢
aproximadamente 5 mg / L, o teor de trans-polidatina é aproximadamente 30 mg/ L e o teor
de cis-polidatina é aproximadamente |5 mg / L. Embora os dados acerca do teor destes
compostos no vinho branco sejam escassos, o conteudo livre de trans-resveratrol varia entre

0 e 0,2 mg /L, o teor de cis-resveratrol é aproximadamente 0, mg / L, o trans-resveratrol
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ocorre em concentragoes de 0,3 mg / L e o cis-resveratrol nao esta presente em quantidades
detetaveis (Spender & Crozier, 2012). E de notar que a concentracio destes compostos
tanto no vinho branco como no vinho tinto é influenciada pelas técnicas de vinificagao,
particularmente pela maceragao da pele da uva. Esta quando ocorre aumenta a quantidade
destes compostos no vinho, uma vez que tanto o resveratrol como o polidatina sao

encontrados principalmente na pele da uva (Mattivi et al., 1995; Jeandet et al., 1995).

No sumo de uva, a concentragao da polidatina é cerca de sete vezes maior do que a
concentragao de resveratrol (Basholli-Salihu et al., 2016; Fabris et al, 2008) e no cacau a

quantidade de polidatina é quatro vezes maior do que a do resveratrol (Basholli-Salihu et al.,

2016).

Tanto em animais como em humanos, a polidatina administrada oralmente é
absorvida em minutos, metabolizada em minutos e eliminada em 24 horas (Burkon et al,
2008; Lv et al, 2006). Durante este processo, sao encontrados alguns metabolitos da
polidatina que incluem resveratrol e resveratrol glucuronado e / ou sulfonado (Lv et al,

2006; Burkon et al., 2008).

Apos ingestio oral da polidatina esta pode ser hidrolisada em resveratrol pelas
bactérias intestinais (Zhou et al., 2009; Zhou et al., 2008) ou pode sofrer glucoronidagao no
figado, dando origem ao glucuronido do resveratrol (Zhou et al., 2009). Este mecanismo

permite assim uma maior quantidade de resveratrol disponivel na dieta (Zhou et al., 2009).

Zhou et al. (2008) mostraram que apos ingestao horal de polidatina, em ratos, o
contelldo desta foi muito alto nos primeiros 90 min e muito baixo apoés 240 min no
estomago. Ja no intestino, o conteudo de polidatina foi baixo nos primeiros 90 min e
aumentou significativamente ap6s 240 min. Em relagao ao conteldo de resveratrol, este foi
baixo no estdbmago e mais alto no intestino apos 240 min. Estes resultados confirmam que as
bactérias intestinais hidrolisam a ligacao glicosidica da polidatina. Portanto, a polidatina pode

ser facilmente metabolizada pelas bactérias intestinais transformando-se em resveratrol

(Zhou et al., 2008).

Também em humanos, Burkon et al. (2008) mostraram que apo6s administragao oral
de polidatina, esta também é hidrolisada enzimaticamente no intestino pelas bactérias
intestinais em resveratrol. Neste estudo os principais metabolitos encontrados sao

resveratrol e o resveratrol glucuronado e sulfonado (Burkon et al., 2008).
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Lv et al. (2006) mostraram que a polidatina ¢ distribuida por varios 6rgaos, incluindo
o cérebro. A distribuicao da polidatina no cérebro mostrou que esta tinha a capacidade de
atravessar a barreira hematoencefalica apos administragao oral, o que confirma os relatos de
que a polidatina mostra efeitos protetores contra a lesio cerebral. E de salientar que os
principais orgaos de distribuicao da polidatina em ratos sao o estdmago e o intestino

delgado (Lv et al., 2006).

A fim de aumentar a produgao de resveratrol, o passo de hidrolise da ligagao
glicosidica é de grande interesse, de modo a transformar o polidatina em resveratrol, com o
objetivo de desenvolver novos produtos bioativos (Kuo et al,, 2016; Le et al., 2017; Basholli-

Salihu et al,, 2016).

A conversao de polidatina em resveratrol pode ser mediada pela celulase comercial
de A. aculeatus, usando extratos da raiz de P. cuspidatum. Apds a reagao, o conteldo de
resveratrol no extrato aumentou de 2,72 mg / g para 9,49 mg / g, enquanto que o conteudo
do polidatina diminuiu de 8,60 mg / g para 0 mg / g. O resultado fornece um método util que
aumenta a produgao de resveratrol a partir de matérias vegetais. A celulase é uma enzima
acessivel e possui potenciais aplicagoes na industria alimentar, de forma a transformar em

larga escala o polidatina em resveratrol (Kuo et al., 2016).

Varios estudos relatam que a polidatina tem propriedades biologicas semelhantes as
do resveratrol ou ainda mais ativas do que as deste. No caso dos efeitos antioxidantes, a
polidatina tem efeitos antioxidantes mais potentes do que resveratrol devido as suas
propriedades biologicas resultantes da diferenga conformacional (Su et al., 2013; Fabris et al.,
2008). Alias foi relatado que a polidatina apresenta efeitos antioxidantes mais eficazes na

inibicao da peroxidagao lipidica do que o resveratrol (Fabris et al., 2008).

Xu et al. (2016 a) avaliaram, a atividade antioxidante da polidatina e o seu potencial
efeito protetor em ratos. Neste estudo, a D-galactose foi usada para induzir lesées no figado
e no cérebro. Os resultados mostraram que a polidatina exibiu uma forte atividade
antioxidante, protegendo os ratos do stress oxidativo induzido pela D-galactose, diminuindo
a produgao de ROS e o nivel de peroxidagao lipidica. O mecanismo subjacente ao seu efeito
protetor, além de estar associado a sua atividade antioxidante, deve-se também ao seu efeito
anti-inflamatorio e anti-apoptotico. Ficou demonstrado neste estudo que o tratamento com
polidatina reduz a lesao hepatica e cerebral induzida por D-galactose, melhorando a fungao
hepatica e cerebral, melhorando as alteragoes histoldgicas, reduzindo a produgao de ROS e

atenuando a inflamagao e a apoptose (Xu et al., 2016 a).
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Ainda relacionado com o estudo acima referido, Xu et al. (2016 a) provaram que a
polidatina pode ser um agente importante no que toca ao antienvelhecimento. A D-galactose
acelerou o processo de envelhecimento, nos ratos em estudo, caracterizado por mudangas
na aparéncia e diminuicao do peso corporal, mas também pelo aumento da produgao de
ROS. Estes autores mostraram que o tratamento com polidatina reverteu estas mudangas
causadas pela administragago de D-galactose, indicando o pronunciado efeito
antienvelhecimento da polidatina neste modelo. Assim, este composto mostrou potencial

para o desenvolvimento de firmacos associados ao antienvelhecimento (Xu et al., 2016 a).

A polidatina inibe a agregacao de plaquetas, diminui os niveis séricos de colesterol
total (Ding et al, 2014), tem um efeito neuroprotetor sobre a lesao cerebral causada por
isquemia / reperfusao, promove a perda de peso e melhora a fungao cardiaca e a
microcirculagao (Zhang et al,, 2015; Yang & Zhao, 2017). Foi relatado que a polidatina reduz

os niveis lipidicos em ratos e coelhos hiperlipidémicos (Du et al., 2009; Xing et al., 2009).

Alguns autores demonstraram que a polidatina e a sua aglicona, o resveratrol,
regulavam a via de sinalizagao Sonic hedgehog (Shh) em diferentes modelos (Cheng et al.,
2015; Meng et al, 2015). Shh é uma proteina extracelular que participa numa série de
processos celulares como a diferenciagao, a proliferagao e apoptose em varios tecidos.
(Choudhry et al, 2014). Descobriu-se que a expressao de Shh foi regulada em orgaos
isquémicos, incluindo coragao, cérebro e figado, nos quais Shh estava implicado na protegao
contra lesao isquémia / reperfusao por mecanismos anti-apoptoticos, anti-oxidantes e anti-
inflamatorios e, portanto, promoveu a reparagao do tecido danificado (He et al, 2013;

Huang et al., 2013; Li et al., 2013; Paulis et al., 2015).

Meng et al. (2016) estudaram os efeitos da polidatina no tratamento da lesao renal
isquémia / reperfusao, associados a ativagao da via de sinalizagao Shh. Curiosamente, estes
autores mostraram que o bloqueio da via de sinalizagao Shh inibiu significativamente os
efeitos benéficos da polidatina tanto in vitro como in vivo. Estes resultados revelam que a
ativagao de Shh pode estar, pelo menos em parte, associada aos efeitos anti-apoptoticos e
anti-oxidantes da polidatina em ratos com lesao renal. Pode-se considerar que Shh pode ser
um novo alvo terapéutico para o uso clinico da polidatina de modo a promover a

regeneragao do tecido lesado provocado por isquémia / reperfusao (Meng et al., 2016).

Os efeitos nefroprotetores da polidatina sao relatados na nefropatia Urica, estimulada
pela frutose. Observou-se que a polidatina inibiu a atividade da xantina oxidase que levou a

supressao do nivel de acido Urico in vivo e in vitro. O efeito nefroprotetor da polidatina
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deveu-se a acentuada supressao da cascata inflamatoria relacionada ao stress oxidativo
(induzido pelo acido urico), incluindo diminuicao da expressao de NF-kB p65, COX-2 e
inibicao da expressao de TNF-a, PGE2 e IL-2 (Chen et al,, 2013).

Su et al (2013) e Liu et al. (2011) descobriram que a polidatina pode matar
significativamente varias linhas de células tumorais humanas de maneira dose-dependente, o
que sugere que esta pode ser um composto antitumoral promissor (Su et al., 2013; Liu et al.,
201 1). Zhang et al. (2014) descobriram que a polidatina tem efeitos inibidores potentes no
crescimento de células cancerigenas da mama, leucemia, pulmao, colo uterino, ovario, figado
e nasofaringe (Zhang et al., 2014). Mais especificamente, Liu et al. (201 1) mostraram que as
células CNE do carcinoma nasofaringeo humano exibiram sensibilidade dependente do
tempo e da dose a polidatina, com valores de IC50 em torno de 7 mmol / L as 24 horas.
Adicionalmente, a polidatina matou células Hela do carcinoma cervical humano, células da
linha celular SMMC-7721 do hepatoma e células da linha celular do carcinoma epidérmico A-

431 de uma maneira dependente da dose (Liu et al,, 201 I).

Xu et al. (2016 b) estudaram o efeito da polidatina em células do osteossarcoma
humano, 143B e MG63. Os resultados revelaram que a polidatina induziu a apoptose e inibiu
a proliferagao de células, atenuando a sinalizagao da B-catenina. Portanto, os resultados
revelaram que a polidatina teve o efeito anticancerigeno nas linhas celulares do
osteossarcoma humano (Xu et al, 2016 b). Zhang et al. (2014) estudaram o efeito
anticancerigeno da polidatina nas linhas celulares A549 e NCI-HI975 do cancro do
adenocarcinoma do pulmao. Este estudo mostrou o efeito anticancerigeno da polidatina que
induziu a apoptose e suprimiu a progressao do ciclo celular (Zhang et al., 2014). A polidatina
inibe a angiogénese em células endoteliais da veia umbilical humana e suprimir a sintese de

DNA no carcinoma pulmonar de Lewis (Kimura & Okuda, 2000).

De modo a testar a citotoxicidade da polidatina em células normais, Liu et al. (2011)
adicionaram polidatina nas concentragoes de 5-20 mmol em céulas HaCaT de queratinécitos
humanos e em células mononucleares de sangue periférico humano (Liu et al, 2011).
Também Zhang et al. (2014) examinaram o efeito citotdxico da polidatina em células HBE
nao neoplasicas (Zhang et al., 2014). Ambos os estudos revelaram que a polidatina nao afeta
a sobrevivéncia de células normais, indicando que esta apresenta baixo efeito citotoxico em

células saudaveis (Liu et al.,, 201 |; Zhang et al., 2014).

Estas descobertas indicam que a polidatina tem um efeito anticancerigeno em varias

linhas celulares (Xu et al,, 2016 b; Kimura & Okuda, 2000; Liu et al., 201 1) e um baixo efeito
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citotoxico em células normais, sendo um candidato anticancerigeno favoravel para varios

tipos de cancro (Xu et al., 2016 b; Kimura & Okuda, 2000; Liu et al., 201 1).

Numerosos estudos relataram que a polidatina modula a expressao de citocinas
inflamatérias e moléculas de adesao celular in vivo e in vitro. Por exemplo, é relatado que a IL-
|7 induz uma variedade de mediadores inflamatoérios, incluindo IL-8, IL-6, TGF-, TNF-a, IL-
IB, entre outros. A polidatina diminui a produgiao de IL-17 em células mononucleares de
sangue periférico humano através de regulagao da expressaio de mRNA de IL-17 em células.
Este fato sugere o possivel papel regulador da polidatina a nivel transcricional e pos-

transcricional (Lanzilli et al., 201 1).

Demonstrou-se também que a polidatina exerce efeitos cardioprotetores. Ling et al.
(2016) investigaram o efeito do pos-tratamento com polidatina na lesao miocardica, ativando
a autofagia (Ling et al, 2016). A lesao miocardica induzida por isquemia / reperfusao causa
stress oxidativo mitocondrial e morte celular (Luo et al., 2013). Ling et al. (2016) verificaram
que o tratamento com polidatina exerce efeitos protetores significativos no miocardio, nao
apenas promovendo o fluxo autofagico e eliminando mitocondrias danificadas, diminuindo a
produ¢ao de ROS e morte celular, como também restringindo a inflamagao e, assim,

fortalecimento da fungao cardiaca, in vivo e in vitro (Ling et al., 2016).

Cao et al. (2017) investigaram os possiveis efeitos da polidatina na lesao pulmonar
(pneumonite e fibrose pulmonar), induzida por radiagao, in vivo e in vitro. Neste estudo, a
polidatina inibiu a transicao epitelial-mesenquimal, inibiu a expressao de citocinas
inflamatorias, eliminou radicais livres e aumentou a expressio de Sirt-3, atenuando a
inflamagao induzida pela radiagao (Cao et al, 2017). Também foi relatado que a polidatina
exibe efeitos protetores na lesao pulmonar aguda estimulada por LPS através da inibicao da

via de sinalizagao TLR4-MyD88-NF-b, in vivo e in vitro (Jiang et al., 2015).

A inflamagao e o stress oxidativo desempenham um papel importante na patogénese
cerebral. Ji et al. (2012) submeteram ratos a oclusao permanente da artéria cerebral média.
A polidatina diminuiu a expressao de Gli | e Patch | que aumentam apos isquémia cerebral e
inibiu a via de sinalizacgao NF-kB responsavel pela libertagao de citocinas inflamatorias,
protegendo o cérebro dos danos causados pela oclusao da artéria cerebral. Gao et al. (2016)
também estudaram o efeito neuroprotetor da polidatina apoés indugao de lesao cerebral
isquémica por oclusao da artéria cerebral média, em ratos. Os resultados demonstraram que
a polidatina protegeu os neuronios da morte celular, aumentando a expressao do regulador

da apoptose BCL-2, impedindo a libertagao do citocromo C no citoplasma e diminuindo as
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espécies reativas de oxigénio (ROS) nos neurdnios. Estes achados sugerem que a polidatina
tem um duplo efeito, melhora o stress oxidativo e impede a apoptose, tornando-se uma

terapia promissora no tratamento do acidente vascular cerebral isquémico (Gao et al., 2016).

Ambos os estudos demonstram os efeitos bioldgicos da polidatina através das suas
propriedades anti-inflamatorias, antioxidantes e anti-apoptoticas (Ji et al, 2012; Gao et dl,

2016).

Os efeitos hepatoprotetores da polidatina estao intimamente relacionados as
atividades anti-inflamatéria e anti-oxidativa. A polidatina exibiu efeitos anti-inflamatérios
sobre a lesdao hepatica induzida pela estreptozotocina em ratos diabéticos através da ativagao
de PPAR-a e PPAR-B e subsequente inativacao da via de sinalizacao de NF-kB e, portanto,
inibiu a produgao de citocinas (IL-1B e TNF-a) e diminuiu a expressao de iINOS e COX-2.
Por outras palavras, o efeito hepatoprotetor da polidatina na diabetes mellitus pode resultar
do seu efeito anti-inflamatorio induzido pela ativagao de PPAR-o e -B, especialmente do

PPAR-B (Xue et al., 2017).

Noutro estudo, a polidatina utilizada isoladamente ou em combinagao com o
resveratrol, aumentou a libertagao da beta-defensina-2 (HBD-2), um péptido anti-microbiano
(Ravagnan et al., 2012). Os péptidos antimicrobianos produzidos por queratinocitos, entre os
quais a familia B-defensina, contribuem para o mecanismo de defesa do hospedeiro contra
infecoes bacterianas, fungicas e virais (Zasloff, 2002). Varios estudos indicaram que as HBDs
sao potenciais moduladores da inflamagao devido aos seus efeitos na apoptose
polimorfonuclear. Nagaoka et al. (2008) demonstraram que as HDBs podem potencialmente
suprimir a apoptose polimorfonuclear e prolongar a sua vida util, contribuindo assim para a
defesa contra insultos externos (Nagoaka et al, 2008). Estes resultados podem abrir
caminho para um uso racional da polidatina e do resveratrol na dermocosmética ou em
preparagoes farmacolodgicas. Estas moléculas usadas em combinagao podem, assim, ativar a
resposta citoprotetora e proteger a pele de danos causados por microrganismos

patogénicos ou outros fatores de stress ambientais (Ravagnan et al., 2012).

A polidatina, um composto isolado de P. cuspidatum exibe inimeros efeitos
farmacologicos benéficos confirmados por varias investigagoes, incluindo a atividade
antioxidante, anti-inflamatoria, anticancerigena e os seus efeitos neuroprotetores,
cardioproterores, nefroprotetores, pulmonares e hepatoprotetorese, o que torna a
polidatina um potencial agente auspicioso a ser aplicado em diversas terapias (Du et dl,

2013).
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|.2. Biocatalise: Principios e Aplicagoes

As enzimas sao proteinas que evoluiram de forma eficiente, sob as condigoes suaves
necessarias, de modo a preservar a funcionalidade e integridade dos sistemas bioldgicos.
(Ilanes, 2008). A enzima é o catalisador da vida (lllanes, et al., 2014). Dentro de uma célula,
as enzimas atuam como biocatalisadores, gerando inimeras reagoes quimicas e coordenando
varias fungoes celulares (Moo-Young, 2011). As enzimas podem entio ser consideradas
catalisadores que foram otimizados através da evolugao, de forma, a realizarem a sua tarefa

fisiologica sobre a qual todas as formas de vida dependem (lllanes, 2008).

Cada uma das reagdes quimicas, que compoem as complexas redes metabolicas
encontradas em todas as formas de vida, sao catalisadas por uma enzima. As enzimas sao
entidades bioldgicas que convertem a informagao em agao. Sao rigorosamente reguladas
tanto por controlo a nivel gendmico como por sinais ambientais que condicionam o seu

modo de agao (lllanes et al., 2014).

As enzimas sao estruturas moleculares complexas altamente desenvolvidas, adaptadas
para realizar uma tarefa especifica com eficiéncia e precisao. Podem estar conjugadas ou nao
com outras moléculas, mas a sua condigao catalitica reside na sua estrutura proteica - o sitio
ativo (lllanes et al., 2014). Ou seja, a atividade enzimatica, isto €, a capacidade de uma enzima
para catalisar uma reagao quimica, é estritamente dependente da sua estrutura molecular
(INlanes, 2008). O sitio alvo representa uma porg¢ao muito pequena da estrutura enzimatica
(apenas alguns residuos de aminoacidos), enquanto que a restante parte da molécula,
designada de “scaffold”, proporciona a estabilidade estrutural necessaria (lllanes et al., 2014;
lllanes, 2008). O substrato € ligado no local ativo da enzima e, assim, sao produzidas
alteragoes nas suas ligagoes quimicas, que levam as reagoes enzimatica e, por conseguinte, a
formagao de produtos. No final da reagao, os produtos sao libertados da enzima que esta

pronta para o proximo ciclo catalitico (lllanes, 2008).

A sequéncia de aminoacidos de uma enzima determina a singularidade da sua
estrutura molecular e, por conseguinte, a sua atividade bioldgica. A Natureza criou uma
enorme diversidade de enzimas com estruturas moleculares diversificadas, com
especificidade para cada substrato, de modo a realizar e regular todos os tipos de reagoes
bioquimicas. E de salientar que mesmo para catalisar a mesma reacio, estio disponiveis
multiplas formas enzimaticas. Um dos principais interesses das enzimas € a aplicagao das suas

atividades biologicas, de modo a catalisar reagoes quimicas de interesse pratico,
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particularmente em aplicagoes que envolvem fabrico industrial e processamento ambiental

(Moo-Young, 201 1).

A biocatdlise tem sido amplamente considerada um dos trés principais pilares para a
sintese catalitica assimétrica, devido em grande parte a elevada seletividade das enzimas e as

condigoes reacionais favoraveis e amigas do meio ambiente (Chang et al., 2016).

A catdlise enzimadtica refere-se ao uso de enzimas como catalisadores biologicos
dissociados da célula a partir da qual derivam. O principal desafio neste processo é a
construgao de catalisadores enzimaticos robustos, capazes de realizar, nas condigoes de
reacao geralmente dificeis, um processo industrial. O objetivo é preservar as propriedades
notaveis das enzimas como catalisadores (especificidade, reatividade), ao mesmo tempo em
que se superam as suas limitagoes (principalmente a sua baixa estabilidade conformacional)
(Ilanes et al.,, 2014). Os pros e os contras das enzimas como catalisadores sao, portanto, a
consequéncia da sua estrutura molecular complexa. As enzimas sao catalisadores labeis, em
que a estabilidade enzimatica € um problema importante na biocatdlise e um pré-requisito

para a maioria das suas aplicagoes (lllanes et al., 2014; Bommarius & Riebel, 2004).

Os processos biocataliticos estao fortemente focados na producao sustentavel de
produtos quimicos, materiais e combustiveis a partir de recursos renovaveis. Estes
processos nao utilizam matérias-primas téxicas, produzindo significativamente menos
residuos perigosos (Bommarius & Riebel, 2004; Baltz et al., 2010). Além disso, operam em
condigcoes de reagao suave empregando um catalisador que é biocompativel, biodegradavel e

derivado de recursos renovaveis (Patel, 2016; Tao & Kazlauskas, 201 ).

A biocatidlise € uma das tecnologias mais verdes para a sintese de moléculas bioativas,
para as quais a presenga de varios grupos funcionais requer processos seletivos de protegao
ou desprotegao (Barbayianni & Kokotos, 2012). Como as enzimas sao altamente seletivas, a
catdlise enzimatica nao requer etapas de protecio e desprotecao dos grupos funcionais
(Patel, 2016; Tao & Kazlauskas, 2011). A biocatilise pode ajudar a encurtar sinteses
complicadas de |2 para apenas 3 ou 4 etapas, reduz os custos de fabrico de 40 a 60 % e
reduz as despesas de capital em mais de 25 %, ao mesmo tempo que minora a pegada
ambiental. Todos estes fatores geralmente traduzem-se numa reducio dos custos de
producio e num aumento da competitividade, especialmente em paises altamente

regulamentados (Baltz et al., 2010).

A biocatdlise é considerada uma ferramenta poderosa da biotecnologia, tendo um

profundo impacto na saude, na protecio ambiental e na produgao sustentivel de
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combustiveis. A biocatdlise esta a ganhar um lugar proeminente no ambito da quimica verde
acompanhada pelos avangos em diversos setores, como a genética, a biologica molecular, a

bioinformatica, a nanotecnologia, entre outros (lllanes et al., 2012).

[.2.1. Vantagens e desvantagens do uso de enzimas como catalisadores

As redugoes de custos e o aumento dos requisitos de qualidade, seguranga, salde e
meio ambiente das transformagoes biocataliticas, ao contrario das transformagdes quimicas
industriais fortalecem cada vez mais uma pesquisa na area da biocatilise em aplicagoes

industriais (Wohlgemuth, 2010).

Independentemente da matéria-prima inicial ou do processo, a biocatilise oferece
varias vantagens significativas em relagdo a quimiocatdlise. As enzimas funcionam a
temperaturas e pressoes moderadas, realizam transformagoes altamente seletivas (regio,
enantio ou quimio) e, portanto, as etapas de protegao e desprotegao do grupo funcional sao
desnecessarias (Baltz et al., 2010; Barbayianni & Kokotos, 2012; Dordick, 2013). E ainda de
notar que as enzimas podem ser extremamente rapidas, aumentando as taxas de reagao em
4 a |2 vezes (Baltz et al, 2010). Uma vez que os biocatalisadores sao biodegradaveis e
raramente contém metais pesados, os residuos que resultam do processo sao muito mais
manejaveis, exigindo um tratamento minimo (Seldon, 2016). E, por ultimo, uma vez que a
maioria dos biocatalisadores funciona em meios aquosos, as emissoes de compostos

organicos volateis podem ser drasticamente reduzidas (Baltz et al., 2010).

A atividade enzimatica em condi¢oes suaves € um atributo valioso para a produgao
de compostos labeis, com profundas implicagoes tecnoldgicas, reduzindo significativamente
os custos de equipamentos, energia e operagoes a jusante (lllanes et al.,, 2012; Bommarius &

Riebel, 2004).

As enzimas sao catalisadores altamente desejaveis quando a especificidade da reagao
€ uma questao importante (como ocorre em produtos farmacéuticos e produtos quimicos
finos), quando os catalisadores devem ser ativos em condigoes suaves (devido a instabilidade
do produto e/ou substrato ou para evitar reagoes indesejaveis, como ocorre em varias
reacoes de sintese organica), quando as restricoes ambientais sdo rigorosas (uma situagao
bastante atual que da a biocatilise uma vantagem distinta em relagao as tecnologias
alternativas). Além disso, as enzimas sao catalisadores bastante promiscuos, uma vez que sao
capazes de catalisar varias reagdes e / ou transformar muitos substratos, além daqueles para
os quais sao fisiologicamente especializados (llllanes, 2008; Dordick, 201 3).
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No caso de se tratar de produtos farmacéuticos, ou mesmo produtos quimicos
finamente relacionados, a pureza do produto é o mais preocupante. A seletividade acima de
95 % é dificil de alcangar por quimiocatdlise e, se essenciais para a sintese, exigem o uso da

biocatalise (Baltz et al., 2010).

No entanto, as enzimas apresentam estruturas moleculares complexas, labeis e
dispendiosas de produzir. Além disso, estas apresentam disponibilidade limitada, baixa
estabilidade operacional, requisito de co-foatores complexos e ciclos de desenvolvimento
muito longos para novos e melhorados biocatalizadores. Estas sao algumas desvantagens das
enzimas em relagao aos catalisadores quimicos (Bommarius & Riebel, 2004; lllanes et al.,

2012).

Apesar das limitagdes do uso de enzimas como catalisadores, pode-se considerar que
estas sao muito mais vantajosas, combinando a sustentabilidade ambiental, o alto grau de
seletividade e as condigoes reacionais suaves na produgao ambientalmente benigna de

compostos bioativos (Barbayianni & Kokotos, 2012; Bommarius & Riebel, 2004).

|.2.2. Classificacao das enzimas

De acordo com a Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular as enzimas sao
divididas em seis classes, com base no tipo de reagao quimica que catalisam:
oxidorredutases, transferases, hidrolases, liases, isomerases e ligases (lllanes et al, 2012;
Lobedanz et al, 2016; Liese et al, 2008; Dordick, 2013; Bommarius & Riebel, 2004).
Centenas de enzimas sao utilizadas industrialmente, mais de metade derivam de fungos, mais
de um tergo derivam de bactérias, sendo as restantes provenientes de fontes animais (8%) e

de plantas (4%) (lllanes et al., 2012; Dordick, 2013).

Um ndmero de quatro digitos é atribuido a cada enzima pela Comissdo de Enzimas da
Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular: o primeiro denota a familia, o segundo
indica a subclasse dentro de uma familia e estd relacionada com o tipo de grupo quimico
sobre o qual a enzima age, o terceiro denota um subgrupo dentro de uma subclasse e esta
relacionado aos grupos quimicos especificos envolvidos na reagdo e o quarto é o niumero
correlativo de identificagdo dentro de um subgrupo (llllanes, 2008; Liese et al., 2008). Por
exemplo, em relagao a classe 3 (hidrolases), a subclasse 3.1 refere-se as esterases e a
subclasse 3.2 as glicosidases, e dentro da 3.1, as sub-subclasses sio caracterizadas pela

natureza do substrato, por exemplo, a 3.1.1 compreende as hidrolases de éster carboxilico e
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a 3.1.2 compreende as hidrolases de tioéster. Assim, obtém-se, por exemplo, a EC 3.1.1.3

que representa as esterases que atuam sobre triglicéridos (Lobedanz et al., 2016).

E importante enfatizar vantagem de dispor de uma classificagao enzimatica baseada
nas reagoes catalisadas pelas enzimas, facilitando a escolha de um biocatalisador apropriado

para a reagao desejada (Liese et al., 2008).
I. Oxidorredutases (EC 1)

Todas as enzimas envolvidas nas reagoes de oxidagao-redugao pertencem a esta
classe. Os substratos que sofrem oxidacao e reduciao sao referidos como doadores e
aceitadores de hidrogénio, respetivamente (Khan et al, 2015; Liese et al, 2008; Dordick,
2013; Boyce & Tipton, 2001; Krishna, 2002). Quando o substrato oxidante é considerado
como doador de hidrogénio, a enzima é chamada de desidrogenase. Se o oxigénio molecular
for considerado o aceitador, a enzima é designada de oxidase (Krishna, 2002). Por exemplo,
as desidrogenases oxidam um substrato através da transferéncia de atomos de hidrogénio

para uma coenzima (NAD’, NADP", FAD") que atua como aceitador (llllanes, 2008).
2. Transferases (EC 2)

As transferases sao enzimas que catalisam a transferéncia de um grupo funcional de
um doador para um aceitador adequado (llllanes, 2008; Liese et al., 2008; Boyce & Tipton,
2001; Krishna, 2002). Por exemplo, estas enzimas transferem grupos funcionais (grupos
metilo, glicolsilo, sulfato e fosfato) de um substrato (doador) para outro (aceitador) (Khan et
al, 2015; Dordick, 2013). Metiltransferases, aciltransferases, transaminases, fosfotransferases

e glicosiltransferases sao particularmente relevantes (llllanes, 2008).

As transferases nao sao comumente usadas na industria devido a varias razoes: as
reagoes de equilibrio nao atingem, geralmente, rendimentos elevados, ocorrem reagoes de
acoplamento, os substratos de transferéncia de grupo sao bastante caros e por ultimo, os
produtos correspondentes nao sao facilmente reciclados. No entanto, as altas taxas de regio
e estereosselectividade nas reagoes catalisadas por estas enzimas sao motivos importantes

para a sua crescente utilidade (Krishna, 2002).
3. Hidrolases (EC 3)

As hidrolases sao as enzimas mais facilmente obtidas comercialmente e as mais bem
estudadas (Dordick, 2013). Estas enzimas estao geralmente envolvidas na clivagem hidrolitica
de ligagoes tais como C-O, C-N e C-C (Khan et al, 2015; Boyce & Tipton, 2001). A sua

funcao principal é catalisar a hidrélise de uma variedade de compostos, incluindo ésteres e
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lipidos, fosfatos e pirofosfatos, sulfatos, glicosidos, péptidos e proteinas (Dordick, 2013).
Esterases, proteases e glicosidases sao as enzimas mais relevantes. Em condi¢oes adequadas,
as hidrolases podem catalisar as reagoes inversas, isto é, a formacao de ligagoes com

eliminagao de agua (llllanes, 2008).

As enzimas hidroliticas podem ser classificadas como transferases, uma vez que a
propria hidrélise pode ser considerada como transferéncia de um grupo especifico para a
agua como o aceitador. No entanto, na maioria dos casos, a reagdo com a agua como o
aceitador foi descoberta mais cedo e é considerada como a principal fungao fisiologica da
enzima. Por isso que é que estas enzimas sao classificadas como hidrolases e nao como

transferases (Boyce & Tipton, 2001).
4. Liases

As liases clivam ligacoes C-C, C-O, C-N por reagoes de eliminagao resultando na
formacao de ligacoes duplas ou anéis (llllanes, 2008; Liese et al., 2008; Khan et al., 2015;
Dordick, 2013; Boyce & Tipton, 201 1). Nos processos industriais, estas enzimas sao as mais
comumente usadas em termos sintéticos, o que significa que a reagao inversa - adigoes de
uma molécula a um substrato insaturado é de grande interesse (Liese et al, 2008). Neste
tipo de reagao a sintetase € a enzima mais indicada para a catilise (Boyce & Tipton, 2001).
Entre as liases, as enzimas que se destacam sao as aldolases, carboxilases e descarboxilases,

hidratases e desidratases (llllanes, 2008; Liese et al., 2008; Khan et al., 2015; Dordick, 2013).
5. lsomerases

As isomerases catalisam alteragoes estruturais ou estereoquimicas dentro de uma
determinada molécula. As subclasses comuns incluem racemases, epimerases,
oxidorredutases intramoleculares, mutases, isomerases cis e trans e liases intramoleculares
(INlanes, 2008; Khan et al, 2015; Dordick, 2013; Boyce & Tipton, 2001; Krishna, 2002). Em
alguns casos, a reagao envolve uma oxido-redugao intermolecular, mas uma vez que os
grupos doador e aceitador estio na mesma molécula, estas sao classificados como

isomerases em vez de oxidorredutases (Boyce & Tipton, 2001).
6. Ligases

Em contraste com todas as outras cinco classes de enzimas, esta uUltima divisao da
nomenclatura enzimatica é a Unica em que nenhum membro é utilizado para a produgao de
quaisquer produtos quimicos finos num processo industrial. No entanto, estes

biocatalizadores desempenham um papel importante na engenharia genética, pois enzimas
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especificas desta classe, conhecidas como DNA ligases, catalisam a formagao de ligagoes C-
O na sintese de DNA. Esta reacao permite a conexao de duas cadeias de DNA (Liese et al.,

2008; Krishna, 2002).

Em geral, as ligases catalisam reagoes de ligagao covalente entre duas moléculas. Estas
reagoes sao sempre acopladas a hidrolise de uma ligagao pirofosfato em ATP. Com base no
tipo de ligagoes que sintetizam (C-O, C-S, C-N, C-C), esta classe foi dividida em seis
subclasses. (Khan et al, 2015; Illlanes, 2008; Liese et al., 2008; Dordick, 2013; Boyce & Tipon,
201 I; Krishna, 2002).

Tabela 2 - Classe de enzimas e tipo de reacbes que catalizam (Faber et al., 2015).

Namero
Nome da classe Reagao catalisada Equagao da reagao
da classe
AH, + B=A + BH,
I Oxidorredutase ou
Oxidacao/Reducao
AH,+B=A+BH+H"
Transferéncia de grupo funcional de
2 Transferase um substrato (doador) para outro AB+C=AC+B
(aceitador)
Clivagem hidrolitica de ligagdes C-O,
3 Hidrolase AB + H,0 = AH + BOH
C-NeC-C
Nao-hidrolitica / Oxidativa
4 Liase Clivagem de ligagées C-O, C-N e C-C A=B+CD =C-A-B-D
via eliminacio
5 Isomerase Mudangas conformacionais A=B
Clivagem de ligagao dentro de duas
. N A+ B+ NTP=AB+ NDP + P,
moléculas que formam ligagoes C-O,
6 Ligase ou
C-S, C-N, C-C acopladas com a
hidrolise de uma molécula de trifosfato A+B+NTP=AB+NMP+PP

De entre as seis familias de enzimas, as hidrolases sao as enzimas mais usadas para
biotransformagoes industriais. Estima-se que aproximadamente 80 % das enzimas usadas
industrialmente sejam hidrolases, seguidas das oxidorredutases (Krishna, 2002; Bommarius &
Riebel, 2004; Brahmachari, 2016). As hidrolases sao enzimas robustas e bastante simples.

Além disso, apresentam baixo custo e funcionam bem em condigdes reacionais suaves

(IMManes, 2008).
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|.2.3. Mecanismo catalitico e aplicagoes das hidrolases

As enzimas sao cada vez mais aplicadas a sintese de uma grande variedade de
compostos organicos, particularmente, devido as suas propriedades enantio-, quimio- e
regiosseletivas e também porque substituem os processos quimicos tradicionais, (Torres-

Gavilan et al., 2006).

As hidrolases sao enzimas que catalisam a quebra de ligagoes quimicas (C-O, C-N e
C-C) na presenca de agua (Khan et al, 2015; Gaber, 2012). Sao classificadas como EC 3 de
acordo com o sistema de nomenclatura. Em geral, estas enzimas possuem propriedades
atraentes para aplicagoes biocataliticas e industriais. Por exemplo, sao independentes de co-
fatores, aceitam moléculas nao naturais como substratos, possuem elevada
estereoselectividade e capacidade de realizar reagoes reversas sob condigoes livres de agua.
Além disso, estio facilmente disponiveis, pois apresentam um custo de produgao

relativamente baixo (Gaber, 2012; Danieli & Riva, 1994).

As lipases sao classificadas como triacilglicerol acil-hidrolases (E.C. 3.1.1.3) e fazem
parte do grupo das enzimas serina hidrolases (Tood et al., 2001). Compreendem um grupo
de enzimas que ocorre amplamente em todo o reino animal e vegetal (Macrae & Hammond,
1985; Borgdorf & Warwel, 1999), sendo sintetizadas por plantas, animais e microorganismos
(IMlanes, 2008; Faber, 2011). Sao excretadas como enzimas extracelulares, e portanto,
podem ser convenientemente produzidas em grandes quantidades, de modo que, como um
todo, sao agora consideradas os biocatalisadores mais promissores para aplicagoes

biotecnologicas (Illlanes, 2008; Faber, 201 1).

As lipases de microrganismos, principalmente bacterianas e fungicas, sao as mais
utilizadas como biocatalisadores em aplicagdes biotecnolégicas e em quimica organica,
devido a grande variedade de atividades cataliticas disponiveis, aos altos rendimentos
possiveis, a facilidade de manipulagao genética e ao crescimento rapido de microrganismos

em meios baratos (llllanes, 2008; Fang et al., 2006).

A fungao biologica destas enzimas é catalisar a hidrdlise de triacilglicerois insoluveis
de cadeia longa e outros ésteres insoluveis de acidos gordos com comprimento de cadeia
variavel (Pleiss et al., 1998; Faber, 2011; llllanes, 2008), de modo a formar acidos gordos
livres, triacilglicerdis, diacilglicerois e glicerol (Macrae & Hammond, 1985). A taxa de
hidrolise dos triacilglicerois € normalmente mais rapida que a dos diacilglicerois (Macrae &

Hammond, 1985). Esta reagao é reversivel, de modo que as enzimas também catalisam a
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formacao de acilglicerdis a partir de glicerol e acidos gordos livres (Macrae & Hammond,
1985). Em contraste, as esterases sao restritas a ésteres solUveis em agua de acidos

carboxilicos (Pleiss et al., 1998).

A estrutura da lipase é caraterizada pela presenga de uma dobra de a / B hidrolase. A
dobra a / B hidrolase consiste numa folha B hidrofébica central entre as duas camadas de a-

hélices anfifilicas (Figura 9) (Pleiss et al., 1998).

Nucledfilo Residuo acido

Figura 9 - llustragdo do diagrama de topologia da dobra canédnica a / (-hidrolase. (Adaptado de
Gaber, 2012).

As lipases também s3ao capazes de catalisar reagoes de esterificacio e
transesterificagao. Na esterificacdo, a enzima liga um acido gordo a um alcool por uma
ligacdo covalente, sintetizando um éster e libertando uma molécula de agua. Reagoes
mecanisticamente equivalentes sao tio-esterificagao e amidagao, onde o alcool é substituido
por um tiol ou uma amida. Reagdes de transesterificagao catalisadas por estas incluem
alcoolise, aciddlise e amindlise (Castillo et al, 2015). Mais recentemente, novas e Uteis
aplicagcoes foram relatadas para diferentes lipases, nomeadamente em reacoes de adicao de
Michael catalisadas por lipases. Entre os diferentes tipos de ligagdes que podem ser formadas
através desta reagao, as mais significativas sao as ligagdes C—C, C - N, C - O ou C - S (Cai

etal, 2011).
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Tabela 3 - Reag¢oes catalisadas pelas lipases (adaptado de Castillo et al, 2015).

Sistema Aquoso

HIDROLISE
0

o}
).L R, +H.0 <« )I\ H +Rs-OH
R, o R o

Sistema Organico

ESTETERIFICACAO

Esterificacdo

0 o]
)J\ H + R-OH +—— )-L R, +H:0
R o R o

Amidacio

Q o)
H + H:N.R> -—>
RJ\O/ /R2 +H.0
1 R4 N
H

Tio-esterificacdo

o 0
H + H,S-R; -— +H,0
)“\ / )L R2 2
R4 O R S/
1

TRANS-ESTERIFICACAO

Reacdo de acidadlise

9 Q 0 o)
)l\ R + H
o0 o Ho* Ry
R 0 R, 0 R, O/ R; 0/

Reacio de amindlise

0 o) o o
R
J\ AR )l\ o )L Re * J\ Rs
Ry 0 R; N R o R; u/

1

Reacio de alcodlise

0

0
R, tRzOH + OH-R;
R O/ / RZ
! R o]

Reacio de inter-esterificacdo

o) o) o o)
)J\ kot )J\ R )l\ R ¥ )l\ R
R, o Rs o R R o

REACAO DE MICHAEL

Ph

0 /\NH o o}
Ph/\NHg + Me OMe Me/ oMe  + Me \ H/\Ph
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Todas as lipases aceitam ésteres de acidos gordos de cadeia média (C4) e de cadeia
longa (C16). Algumas lipases hidrolisam eficientemente ésteres de acidos gordos com 22
carbonos, outras tém atividade de esterase, aceitando assim porgoes acetiladas mais curtas
(Pleiss et al., 1998). Em geral, ha mais semelhancas entre lipases e esterases do que
diferengas, pois ambas agem sobre o mesmo conjunto de substratos. No entanto, as
esterases atuam em moléculas pequenas e triacilglicerois de cadeia curta, enquanto as lipases

atuam em triacilglicerdis de cadeia longa (Gaber, 2012).

Apesar do substrato natural das lipases ser triacilglicerol de acidos gordos de cadeia
longa, estas enzimas catalisam, também, a hidrolise de uma ampla gama de outros tipos de
ésteres de acidos gordos, embora as taxas de reagao sejam geralmente menores (Macrae &

Hammond, 1985).

Entre os biocatalisadores comercialmente disponiveis, os que sao baseados em lipases
sdo os mais utilizados, devido a notavel versatilidade catalitica destas enzimas (Torres-
Gavilan et al., 2006). Cada aplicagao realizada pelas lipases requer propriedades Unicas em

relagiao a especificidade, estabilidade, temperatura e dependéncia do pH (Fang et al., 2006).

As aplicagoes mais relevantes destas enzimas estao relacionadas a industria alimentar,
ao fabrico de detergentes, a producao de surfatantes, a quimica orginica (de modo a
catalisar um grande numero de transformagoes quimio, regio e estereosseletivas), entre

outras (Macrae & Hammond, 1985; llllanes, 2008; Seth et al,, 2014).

As lipases nao sao apenas atraentes como catalisadores para a modificagao e sintese
de compostos Uteis, sendo também de uso potencial como componentes funcionais de

misturas.

Uma das propriedades mais atraentes das lipases na sintese organica é a
enantioselectividade e a enantiospecificidade. Ha um grande numero de produtos
farmacéuticos que sao moléculas quiras e apenas um dos seus enantidmeros é o principio
ativo (eutdomero), sendo o outro (distomero) nao funcional ou mesmo prejudicial. Portanto,
ha uma forte pressao, especialmente da indUstria farmacéutica, para produzir medicamentos
quirais como enantiomeros puros em oOposi¢ao aos racematos (mistura de ambos os

enantiomeros) produzidos por sintese quimica (llllanes, 2008).
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Cataliticamente, as lipases pertencem ao grupo de enzimas serina hidrolases, que sao
caracterizadas por uma triada catalitica conservada formada por serina-histidina-aspartato
(Ser-His-Asp). Dois grupos adicionais (Asp e His) localizados proximos do residuo serina
(que é o operador quimico no site ativo) formam a chamada triade catalitica. A disposi¢ao
especial destes trés grupos faz com que haja uma diminuicao do pKa do grupo hidroxi
serina, permitindo assim realizar um ataque nucleofilico no grupo carbonilo do substrato R'-
CO-OR? (passo | - acilagiao). Assim, a porgio acilo do substrato torna-se covalentemente
ligada a enzima, formando o "intermediario acil-enzima" e libertando o grupo abandonante
(R?-OH), que corresponde ao primeiro produto da reagio. Em seguida, um nucledfilo, na
Natureza a agua, ataca o intermedidrio acil-enzima, regenerando a enzima e libertando um
4cido carboxilico R'-COOH (passo Il — desacilagio) (Figura 10) (llllanes, 2008; Faber, 201 I;
Gaber 2012; Adlercreutz, 2017; Pleiss et al, 1998). O nucledfilo pode ser um alcool e, na

auséncia de agua, forma-se um éster.

]

Passo I Asp ~

jl@)Lu-—l-l----r WN—HF;\ + R,OH

Ser / | Acil-enzima |U M

+ R,COOR,

Figura 10 - Mecanismo catalitico das serina-hidrolases.

O efeito dos solventes nas lipases deve ser considerado na selegao das condi¢oes
otimas de reagao, pois esta escolha afetara a atividade da enzima (Castillo et al., 2015; Li et
al., 2010). Os efeitos do solvente usado na reagao podem ser divididos em trés categorias

principais: (l) Alteragao na conformagao e / ou flexibilidade da enzima: a conformagao e
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flexibilidade de uma enzima sao cruciais para uma catalise eficiente; (2) Mudangas na
solubilidade; (3) Inibicao competitiva: as moléculas do solvente ligam-se ao sitio ativo, onde

atuam como inibidores competitivos do substrato (Graber et al., 2007).

A estrutura e flexibilidade da lipase B de Candida antarctica (CALB) foram estudadas
por Trodler & Pleiss (2008). Em solventes organicos, observou-se que a CALB é menos
flexivel no nucleo e no local ativo, com maior flexibilidade na superficie. A redugao da
flexibilidade da CALB em solventes nao polares nao é apenas uma consequéncia da interagao
entre as moléculas do solvente organico e a proteina, mas também devido a interagao com a
agua ligada a enzima e a sua troca a superficie. Apesar da maior fluidez dos solventes
organicos, a flexibilidade da CALB diminui, porque a troca de agua a superficie é restrita. A
flexibilidade diminuiu na seguinte ordem: metanol, isopentano, cloroférmio, tolueno e

ciclohexano (Trodler & Pleiss, 2008).

A inibicao competitiva do solvente foi estudada usando a CALB para a reagao entre
propanoato de metilo e |-propanol, usando seis solventes orginicos: 2-pentanona, 3-
pentanona, 2-metil-2-pentanol, 3-metil-3-pentanol, 2-metilpentano e 3-metilpentano. Os
resultados mostraram que as cetonas inibiram a atividade da enzima, enquanto que a
presenca de alcoois terciarios e hidrocarbonetos nao tiveram efeito negativo. Esta inibigao
competitiva explica parcialmente o efeito dos solventes na reagao com lipases (Graber et al.,

2007).

Os sistemas aquosos sao 6timos para as enzimas porque a agua € o solvente primario
na Natureza, permitindo que a enzima esteja na conformagao ativa para a catalise. No
entanto, a fim de catalisar as reagoes inversas da hidrolise (sintese de ésteres, amidas, etc.),
um meio de reagao com muito baixo teor de agua € frequentemente necessario (Castillo et
al,, 2015). Um sistema organico aumenta a solubilidade de substratos hidrofobicos, melhora a
termoestabilidade da enzima e desloca o equilibrio termodinamico para a sintese durante a

hidrolise (Graber et al., 2007; Castillo et al., 2015).

As lipases sao caracterizadas pelo aumento da atividade na presenca de uma interface
aquosa/lipidica. Este aumento na atividade enzimatica é desencadeado por rearranjos
estruturais na regiao do local ativo da lipase (Faber 201 1; llllanes, 2008). O sitio ativo da
enzima é circundado por uma regiao muito hidrofébica. Portanto, o substrato mais
hidrofobico tera maior afinidade por esta regiao e, portanto, sofrera reagoes de esterificagao

com facilidade (Miller et al., 1988).

41



Quando a lipase entra em contato com a interface de um sistema bifasico agua / 6leo,
uma pequena hélice a, designada de “tampa” é dobrada para tras. Assim, a molécula
reorganiza-se, ficando no seu estado ativo, ou seja, a enzima passa da sua forma fechada para

a sua forma aberta, expondo a sua superficie hidrofébica e, permitindo a atividade catalitica

(Faber 201 I; llllanes, 2008).

A conformagao fechada da lipase predomina em meios aquosos (como demonstrado
pela baixa atividade das lipases em agua), enquanto a conformagao aberta da enzima é
esperada em meio bifasico ou organico apos ativagao interfacial (Pleiss et al., 1998; Cygler &
Schrag, 1997). Para a lipase Burkholderia cepacia (BCL), simulagoes de dinamica molecular
mostraram que a lipase estava na sua conformagao fechada em ambiente aquoso, havendo
conversao espontinea da forma fechada para a forma aberta da lipase, num ambiente

simulado de octanol / agua, dentro de 20 nanossegundos (Barbe et al., 2009).

A CALB é descrita como uma enzima promiscua, pois & capaz de catalisar diferentes
tipos de reagoes, como esterificagao, transesterificagao, epoxidagao, amidagao, adi¢ao aldol e
adicao de Michael (Torres-Gavilan et al, 2006; Gaber 2012). Semelhante a outras serina
hidrolases, uma triade catalitica de serina-histidina-aspartato é responsavel pela atividade
catalitica da CALB (Li et al,, 2010). A CALB é um catalisador eficiente para hidrolise em agua
e esterificagio em solventes organicos. (Trodler & Pleiss, 2008). Alias a CALB tem
propriedades cataliticas interessantes em solventes organicos, pois a sua termoestabilidade e

a estereosseletividade sao alteradas favoravelmente (Trodler & Pleiss, 2008; Li et al., 2010).

A CALB é usada em muitas aplicagoes industriais e em pesquisas cientificas devido a
sua alta enantiosseletividade, ampla gama de substratos, estabilidade térmica e estabilidade
em solventes organicos (Trodler & Pleiss, 2008; Li et al., 2010). Em contraste com a maioria
das lipases, a CALB nao possui uma “tampa” cobrindo a entrada do sitio ativo e nao

apresenta ativagao interfacial (Trodler & Pleiss, 2008; Gaber 2012; Cygler & Schrag, 1997).

Em comparagao com a agua, os solventes organicos oferecem novas possibilidades na
biocatdlise. Em solventes organicos, as esterificagdes catalisadas por enzimas tornam-se
viaveis, e podem ser eficientemente utilizadas devido a alta solubilidade de substratos
hidrofobicos. No entanto, em solventes organicos a atividade catalitica tende a ser menor do
que em solventes aquosos, devido a algumas limitagoes como mudangas na flexibilidade da

proteina ou desestabilizagao da enzima (Trodler & Pleiss, 2008).
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Portanto, o que torna as lipases tao atraentes! Estas enzimas exibem excelente
quimio-, regio- e estereosseletividade. Estao prontamente disponiveis em grandes
quantidades porque muitas delas podem ser produzidas com elevados rendimentos a partir
de organismos microbianos, nomeadamente fungos e bactérias e, geralmente, nao exigem a
presenca cofatores. Estas propriedades fazem das lipases o grupo mais amplamente utilizado

como biocatalizadores em quimica organica (Jaeger & Eggert 2002; Faber, 201 1).

|.2.4. Biocatalise em meio organico

A maioria das enzimas usadas como catalisadores em solventes organicos sao as
hidrolases, particularmente, lipases e proteases (Klibanov et al., 1990; Grunwald, 2014). Para
além da sua versatilidade catalitica, estas enzimas estao prontamente disponiveis
comercialmente em quantidades consideraveis e a um custo relativamente baixo (Klibanov et

al., 1990).

A aplicagao de hidrolases em meio de reagao nao convencional em escala laboratorial
e industrial representa uma area de pesquisa e desenvolvimento ativos. As hidrolases sao
usadas principalmente para processos de resolugao, onde um enantiomero de uma mistura
racémica é seletivamente modificado de modo a produzir um derivado separavel. Na agua,
estas enzimas catalisam a hidrolise de ésteres a fim de obter os alcoois e acidos

correspondentes, o que obviamente nao pode ocorrer em meios quase anidros (Grunwald,

2014).

Na Natureza, as enzimas catalisam reagoes em solventes aquosos (Zaks & Klibanov,
1985; Goswami & Stewart, 2015). No entanto, o meio reacional aquoso para reagoes
enzimaticas pode limitar as aplicagoes dos biocatalizadores. Duas razoes obvias subjacentes a
necessidade de meios nao aquosos sao a baixa solubilidade em agua de muitos substratos e o
exigente processamento a jusante. Além disso, o uso de enzimas existentes em meios de
reagao nao convencionais pode revelar atividades biocataliticas inexploradas e, assim, ampliar

o repertorio de transformagoes catalisadas por enzimas (Grunwald, 2014).

A conformagao nativa, cataliticamente ativa, das enzimas € mantida por um equilibrio
delicado entre varias interagdes nao covalentes, participando a agua em todas estas
interacoes (Klibanov, 1989; Zaks & Klibanov, 1985). As enzimas necessitam de moléculas de

agua essenciais, uma vez que a remocao total de agua pode distorcer drasticamente a
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conformagao da enzima e, assim prejudicar a atividade catalitica (Klibanov, 1989; Zaks &

Klibanov, 1985; Goswami & Stewart, 2015).

Portanto, o principal fator que deve ser levado em consideragao ao realizar a
biocatalise em meio organico é o teor de agua, pois este afeta a estabilidade das enzimas. A
agua, atuando com lubrificante, permite que as enzimas exibam a mobilidade conformacional
necessaria para uma catdlise otima (Stepankova et al, 2013; Grunwald, 2014; Klibanov,
1997). Por outro lado, se o teor de agua de um solvente organico exceder um certo limite, a
tendéncia para que a enzima desnature é maior devido a maior mobilidade conformacional

(Stepankova et al., 2013; Grunwald, 2014).

A verdadeira questdo nao é se a agua é realmente necessaria, mas sim que quantidade
de agua é necessaria para a atividade enzimatica em meio organico. Desde que a agua esteja
localizada na superficie da enzima, denominada de camada de agua “essencial”’, o resto (ou
seja, o volume) de agua pode ser substituido por um solvente organico que imite a agua e
que nao afete adversamente a enzima, por exemplo, glicerol ou etilenoglicol, que também
podem formar multiplas ligagoes de hidrogénio (Klibanov, 1989; Zaks & Klibanov, 1985;
Klibanov,1997). Como a quantidade absoluta de agua contida na monocamada localizada na
superficie da enzima é muito pequena, pode-se dizer que a enzima funciona em meio

organico quase anidro (Klibanov, 1989; Zaks & Klibanov, 1985).

No que diz respeito a integridade estrutural, as enzimas sao muito mais tolerantes
aos solventes organicos hidrofébicos do que aos hidrofilicos, uma vez que, os solventes
hidrofilicos causam a desidratacao prévia que altera a estrutura da enzima e reduz a atividade
catalitica em sistemas quase anidros (Stepankova et al, 2013; Klibanov, 1989; Grunwald,

2014).

Os solventes mais hidrofilicos, como o dioxano, o diclorometano e o cloroférmio
retiram a camada de hidratagao essencial presente na superficie da enzima e provocam a
inativacao enzimatica. Por outro lado, solventes hidrofébicos, como o ciclohexano, o n-
hexano, o n-heptano e o isoctano, preservam a atividade catalitica. (Chowdary et al., 2000;
Krishna et al, 2001). Portanto, pode-se verificar que atividade enzimatica em solventes

hidrofobicos € maior do que em solventes hidrofilicos (Carrea & Riva, 2000).

Considera-se, entio que, as enzimas sao mais rigidas na auséncia de agua. Como
consequéncia da rigidez da proteina, por um lado a enzima fica mais estavel, por outro lado a
maioria das enzimas apresenta menor eficiéncia catalitica em solventes organicos em

comparagao com solugoes aquosas nativas devido a mobilidade conformacional restrita
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(Stepankova et al, 2013; Grunwald, 2014; Klibanov,1997). Portanto, a alta estabilidade
térmica das enzimas em meios organicos, especialmente em meios hidrofébicos e com baixo

teor de agua, foi atribuida ao aumento da rigidez conformacional (Carrea & Riva, 2000).

Os solventes organicos nao tém a capacidade como tem a agua, de se envolverem em
multiplas ligagoes de hidrogénio (e, devido as suas constantes dielétricas mais baixas, levam a
interagoes eletrostaticas mais fortes e, portanto, a proteina fica mais rigida (Klibanov, 1997).
Além disso, a catdlise enzimatica em solventes organicos pode levar a inativagao da enzima,
referindo também que a preparagao dos biocatalisadores é mais trabalhosa e dispendiosa

(Goswami & Stewart, 2015; Grunwald, 2014).

A perda da atividade biocatalitica em solventes organicos é provocada pelos efeito
cumulativo de varios parametros, tais como a constante dielétrica, as interagoes
eletrostaticas, o momento dipolar, as ligagoes de hidrogénio e o valor de log P e de pH.
Todos estes parametros influenciam a alteragao e mobilidade conformacional da enzima

(Grunwald, 2014; Klibanov, 1997; Khmelnitsky et al., 1988)

No entanto, do ponto de vista biotecnolégico, ha inUmeras vantagens em realizar
conversoes enzimaticas em solventes organicos: potencial aumento da termoestabilidade e
enantiosseletividade da enzima; alta solubilidade da maioria dos compostos organicos;
capacidade de realizar novas reagoes impossiveis de realizar em meio aquoso devido a
restrigoes cinéticas ou termodinamicas; supressao de reagoes secundarias dependentes da
agua; maior estabilidade das enzimas; alteragao do equilibrio termodinamico de modo a
favorecer a sintese durante a hidrolise; relativa facilidade de recuperagao do produto a partir
de solventes organicos; e insolubilidade das enzimas, o que permite a sua facil recuperagao e
reutilizagao e, assim, elimina a necessidade de imobilizagao enzimatica (Zaks & Klibanov,
1985; Goswami & Stewart, 2015; Castro-Ochoa, et al.,, 2005; Grunwald, 2014; Stepankova et
al, 2013; Guncheva et al., 201 I; Klibanov, 1997; Klibanov et al., 1990; Danieli & Riva, 1994).

Uma vez que muitas lipases sao ativas em solventes organicos, catalisando uma série
de reacoes uteis (por exemplo, esterificagao), verificou-se que estas enzimas tém
carateristicas adequadas para a catilise em meio organico, pois apresentam conformagao

rigida e carateristicas de ativagao interfacial (Chowdary et al., 2000).

Geralmente, as lipases imobilizadas possuem excelente estabilidade em solventes
organicos, por exemplo, a CALB imobilizada e a lipase Burkholderia cepacia imobilizada estao
entre os biocatalizadores mais frequentemente utilizados em solventes nao aquosos para

sintese organica. Estas lipases foram amplamente utilizadas para a sintese organica em

45



solventes nao aquosos, por possuirem excelente enantiosseletividade além da excelente

estabilidade (Goswami & Stewart, 2015).

Toda e qualquer enzima deve funcionar em solventes organicos, desde que se
encontrem as condigoes adequadas para que isso possa ocorrer (Zaks & Klibanov, 1985). A
substituicdo de um solvente aquoso por um solvente nao aquoso é de grande interesse
biotecnolodgico, pois muitos processos enzimaticos praticamente impossiveis de realizar em

agua sao prontamente realizados em solventes nao aquosos (Klibanov, 1989).

A catdlise enzimatica em solventes organicos tornou-se um importante instrumento
para a sintese organica (Carrea & Riva, 2000), uma vez que é uma abordagem extremamente
atil para ampliar o campo de aplicagoes na biocatdlise (Klibanov et al, 1990; Grunwald,

2014).

[.2.5. Biocatalise no ambito da Quimica verde

Uma maior conscientizagao para a protegao ambiental, ecologia industrial mais segura
e tecnologias de produciao mais limpas, fez com que houvesse um grande interesse pelos
quimicos para desenvolverem novos produtos, processos e servicos que alcancem o

desenvolvimento social, econémico e ambiental necessario (Sharma & Mudhoo, 201 I).

Portanto, é amplamente reconhecido que existe uma necessidade crescente de
processos ambientalmente mais aceitaveis na inddstria quimica. Esta tendéncia que ficou
conhecida como “quimica verde” ou tecnologia sustentavel exige uma mudanga de
paradigma dos conceitos tradicionais de eficiéncia de processo, que se focam principalmente

no rendimento quimico (Sheldon et al., 2007).

A quimica verde envolve a utilizagdo de um conjunto de principios que reduz ou
elimina o uso ou a geragao de substancias perigosas no projeto, fabrico e aplicagao de
produtos quimicos (Sharma & Mudhoo, 201 I). Ou seja, € um conceito e principio orientador
que encoraja o desenvolvimento de processos de fabrico e produtos com o menor impacto
ou pegada ambiental possivel (Brahmachari, 2016; Tao & Kazlauskas, 2011), buscando
integrar a pratica de fabrico industrial com o mundo natural, um mundo bioldgico onde a

sustentabilidade e a reciclagem sao partes integrantes (Tao & Kazlauskas, 201 1).

A quimica verde utiliza de forma eficiente matérias-primas (preferencialmente

renovaveis), elimina residuos e evita o uso de reagentes e solventes toxicos e / ou perigosos
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no fabrico e na aplicagao de produtos quimicos (Patel, 2016; Sheldon et al., 2007). Além
disso, para usar e produzir melhores produtos quimicos com menos residuos, a quimica
verde envolve a reducao de outros impactos ambientais associados, incluindo a reducao da
quantidade de energia usada em processos quimicos (Sharma & Mudhoo, 201 |; Sheldon et

al., 2007).

A abordagem da quimica verde concentra-se na eliminagao do desperdicio na fonte,
focando-se na prevengao primaria da poluicdo em vez da remediagdo de residuos (Patel,
2016; Sheldon et al., 2007), sendo considerada uma abordagem que evita a poluicao e reduz

o consumo de recursos (Tao & Kazlauskas, 201 1).

A quimica verde nao é diferente da quimica tradicional, na medida em que abrange a
mesma criatividade e inovagao que sempre foi central na quimica classica (Sharma &

Mudhoo, 201 1).

Anastas & Warner (1998) desenvolveram "os doze principios da quimica verde"
(Figura 11), que sao valiosas diretrizes de referéncia para os quimicos e engenheiros no
desenvolvimento e avaliagao do quao verde é uma sintese, um composto, um processo ou
uma tecnologia (Sharma & Mudhoo, 201 1; Tao & Kazlauskas, 201 1; Brahmachari, 2016),
sendo o principio orientador o design de produtos e processos ambientalmente benignos

(Sheldon et al., 2007).
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Figura Il - Os doze principios da quimica verde.
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Considera-se que a biocatalise esta em conformidade com os 10 dos |2 principios da
quimica verde, nao sendo aplicavel ao 4° e 10° principios que dizem respeito a concegao de

produtos mais seguros e biodegradaveis (Patel, 2016).

A biocatdlise oferece numerosos beneficios no ambito da quimica verde, uma vez
que, as reagoes sao conduzidas sob condigoes suaves empregando um catalisador que é
biocompativel, biodegradavel e derivado de recursos renovaveis, evitando assim problemas
de contaminagao dos produtos associados ao uso de catalisadores de metal nobre. Além
disso, os processos sao economicos e altamente seletivos, resultando numa maior qualidade
do produto e reducio da geracio de residuos. E também de notar, que nio sio necessarias
etapas de ativagao, protecao e desprote¢do do grupo funcional necessarias na sintese
organica tradicional (Patel, 2016; Tao & Kazlauskas, 201 1). Portanto, pode-se dizer que os
processos biocataliticos sao verdes e sustentaveis, ou seja, sao mais atraentes para o meio
ambiente e mais custo-efetivos em comparagao aos processos quimicos classicos (Patel,

2016).

A biocatdlise no ambito da quimica verde e desenvolvimento de processos quimicos
da uma visao geral de como a biotecnologia pode melhorar a pegada ambiental no fabrico de

produtos quimicos (Brahmachari, 2016).

Atualmente, cerca de 77 % de todos os produtos quimicos sao feitos de petréleo
bruto, 10 % de gas natural, 2 % de carvao e || % de matérias-primas renovaveis. Espera-se
que esta relagido mude no futuro com a expansao das economias baseadas na biologia para a

producao nao apenas de combustiveis, mas também de produtos quimicos (Brahmachari,

2016).

Melhorar a eficiéencia do uso de matérias-primas, a reutilizagio de materiais
reciclados, a geragao e o uso de energia e continuar a desempenhar um papel de lideranca
no equilibrio entre consideragdes ambientais e economicas sao algumas das metas
importantes para um desenvolvimento sustentavel (Sheldon et al., 2007). Pode-se dizer que o
desenvolvimento sustentavel é o objetivo final comum e a quimica verde é um meio para

alcanga-lo (Patel, 2016).
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[.2.6. Modulagao da atividade bioldgica de compostos polifendlicos através
de modificagOes estruturais

O uso de compostos polifendlicos em varios dominios € muito promissor mas
também bastante limitado devido a sua fraca estabilidade e solubilidade em solventes
organicos ou aquosos (Chebil et al, 2007; Ardhaoui et al, 2004; Mellou et al, 2005;
Fragopoulou et al., 2007; Castro et al., 2014). O interesse cientifico tem-se voltado para os
derivados acilados, uma vez que o principal problema dos compostos fenodlicos € a sua baixa
biodisponibilidade, devido a sua baixa absorc¢ao e elevado metabolismo no figado e intestino
delgado, baixa solubilidade em agua e outras caracteristicas fisico-quimicas (Vlachogianni et
al, 2015). Portanto, a acilagao destas moléculas melhora o seu caracter lipofilico, absorgao e
permeabilidade celular, de modo, a modular a sua atividade farmacéutica e / ou
biodisponibilidade e assim, poder ser usada como uma ferramenta para melhorar as suas
propriedades (Chebil et al, 2007; Ardhaoui et al, 2004; Mellou et al., 2005; Vlachogianni et
al,, 2015).

E de considerar a existéncia de compostos fendlicos acilados provenientes de fontes
naturais. Foram detetadas em plantas as formas aciladas da quercetina, da apigenina, da
luteolina, do tirosol e do resveratrol (Fragopoulou et al, 2007). Mais especificamente,
derivados acilados do resveratrol, foram detetados em extratos de Calligonum leucocladum
(Vlachogianni et al., 2015). Ja as formas aciladas do tirosol foram encontradas em azeitonas

pretas e no azeite (Fragopoulou et al., 2007).

As reagoes de acilagio podem ser realizadas por métodos quimicos, enzimaticos ou
quimio-enzimaticos (Chebil et al, 2007; Ardhaoui et al, 2004). Normalmente, os métodos
semi-sintéticos sao aplicados usando anidrido acético (Vlachogianni et al, 2015) e
enzimaticamente usando lipases ou transferases na presenca de um dador de aqcilco
adequado (Vlachogianni et al, 2015; Castro et al, 2014). Em particular, a acilagao
regioselectiva catalisada por lipases em solventes organicos tem sido bastante aplicada
(Nicosoli et al., 2002). E de salientar que a CALB tem sido utilizada de forma eficiente na

acilagao regioselectiva de compostos fendlicos (Teng et al., 2004).

Alias ao longo do tempo, varios estudos foram publicados sobre a acilagao
regiosseletiva e bem sucedida de polifenois, usando a CALB como catalisador, por exemplo,
naringina (Kontogianni et al., 2003), hesperidina (Ardhaoui et al., 2004), rutina (Mellou et dl,
2005), isoquercitrina (Chebil et al., 2007). Estes estudos utilizaram diferentes acidos gordos

como dadores de acilo e lipase CALB como biocatalisador, em meio nao aquoso. Em todos
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os casos, os monoésteres foram formados e a regiosseletividade da reagao foi constante,
mostrando que a acilagao ocorreu sempre no grupo hidroxilo primario presente na porgao
glicosidica da molécula (Kontogianni et al., 2003; Ardhaoui et al, 2004; Mellou et al., 2005;
Chebil et al., 2007).

Mais especificamente, Castro et al. (2014) sintetizaram enzimaticamente, usando a
CALB como catalisador e acido palmitico como dador de acilo, derivados monoacilados da
cianidina-3-glucésido e da delfinidina-3-glucésido, obtendo assim compostos mais
hidrofébicos, com maior interesse do ponto de visto tecno-funcional, uma vez que, sao mais
facilmente incorporados em formulagoes farmacéuticas, ampliando a sua gama de aplicagoes

tecnolodgicas (Castro et al., 2014).

A derivatizagao regiosseletiva de compostos polifendlicos com base em reagoes
quimicas convencionais pode causar algumas dificuldades (Nicosoli et al, 2002). Devido a
natureza poli-hidroxilada dos polifendis, a utilizagio de métodos quimicos requer muitos
passos de protegao / desprotegao para se obter seletividade (Chebil et al., 2007; Ardhaoui et
al., 2004). Além disso, os métodos quimicos conduzem a uma mistura de produtos com
diversos graus de esterificagao, uma vez que estes métodos mostram uma regioselectividade
baixa (Mellou et al., 2005). Por estes motivos, a via enzimatica, é por isso, mais regioselectiva,
e por conseguinte, mais promissora (Chebil et al., 2007; Ardhaoui et al., 2004; Teng et al.,
2004).

A regioselectividade da reacio depende principalmente da classe (primario,
secundario, e fendlico) e das posi¢coes dos grupos hidroxilo disponiveis, sendo que a acilagao
ocorre preferencialmente no grupo hidroxilo primario (da glucose) (Chebil et al., 2007).
Ishihara & Nakajimaet (2003) mostraram que a acilagdo enzimatica da isoquercitina com
ésteres vinilicos como dadores de acilo em acetona ou acetronitrilo como solvente, ocorreu
no OH primario da porgao de agucar. Além disso, a introdugao de um grupo acilo melhorou

a termoestabilidade e a estabilidade a luz da isoquercitina (Ishihara & Nakajima, 2003).

A acilagao enzimatica seletiva de compostos poli-hidroxilados tornou-se cada vez
mais popular devido a eficiéncia dos biocatalisadores e a elevada especificidade da enzima. A
posicao e o numero da ligagio dupla C-C na cadeia de acilo influenciam profundamente o
comportamento da enzima, o que pode ser atribuido ao efeito de ressonancia entre a ligagao
dupla e o grupo carbonilo. O efeito entre a ligacao dupla e o grupo carbonilo pode reduzir a
flexibilidade da cadeia alifatica, tornando mais dificil que os dadores de acilo entrem no local

ativo e formem os produtos desejados (Wang et al., 2016 a).
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A atividade biologica dos polifendis depende do numero e da posicao dos seus
grupos hidroxilo livres, sendo importante controlar a regiosseletividade do processo de
acilagao, a fim de preservar os grupos hidroxilo responsaveis por essas atividades (Castro et
al, 2014). Portanto, de modo a manter a estrutura dos polifendis durante as reagoes de
acilagao, deve ser dada especial atencao ao numero, posicoes e tipos de substituicao que
ocorrem, a fim de preservar os efeitos biologicos observados. Para os glicdsidos, a acilagao

ocorre na porgao glicosilada, ja no caso da aglicona, a substituicio ocorre nos grupos

hidroxilo dos aneis A, B e C (Chebil et al., 2007).

Pode-se, entdo considerar que os grupos acilo parecem ser uma caracteristica
estrutural que modula a atividade bioldgica aos compostos fenolicos. Normalmente, os
compostos fenodlicos acilados exercem a mesma ou maior atividade biologica em
comparagao com o composto fendlico inicial. Por exemplo, no caso do resveratrol, os seus
derivados acilados exercem maior atividade antioxidante e anti-trombotica do que o proprio

resveratrol (Fragopoulou et al., 2007; Vlachogianni et al., 2015).

Vlachogiami et al., (2015) compararam a atividade anti-oxidante do resveratrol e dos
seus derivados acilados, sendo estudados o resveratrol, o 4’ acetil-revesterol, o 3-acetil-
resveratrol, o 3, 5-diacetil-resveratrol e o 3, 4’-diacetil-resveratrol. Estes compostos foram
examinados por peroxidagio lipidica ndo enzimatica induzida por Fe*". O derivado diacilado
na posicao 3 e 5 mostrou uma inibicao quatro vezes mais forte do que o resveratrol,
enquanto que o 3-acetil-resveratrol parece apresentar maior atividade que o resveratrol. Os
derivados monoacilados na posi¢cao 4’ e o derivado diacilado na posigao 3 e 4’ apresentaram
atividade inibidora minima. Os resultados acima revelam a hipétese de que o grupo hidroxilo
4’ na porgao fendlica pode ser essencial para a atividade bioldgica 6tima (Vlachogianni et al.,

2015).

A atividade anti-trombética do resveratrol e dos seus derivados acilados foi estudada
por Fragopoulou et al, (2007) em plaquetas de coelho estimuladas com o fator ativador de

plaquetas. Os resultados revelaram que apesar do derivado monoacilado do resveratrol

.....

.....

indicando que a entrada do segundo grupo acilo é capaz de melhorar a atividade anti

trombotica do resveratrol (Fragopoulou et al., 2007).

Salem et al. (2010) compararam a atividade anti-proliferativa da isoquercitina e dos

seus derivados acilados. A reacao de acilagao foi catalizada pela CALB. As suas propriedades
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anti-proliferativas foram investigadas em células cancerigenas CacO?2, in vitro. Todos os
ésteres de isoquercitina mostraram ser mais ativos do que o composto original, com valores
de IC50 compreendidos entre 51 e 66 mmol. Neste estudo, mostrou-se que a eficiéncia da
sintese depende do comprimento do dador de acilo. A CALB exibiu uma atividade elevada
em relagao aos dadores de acilo de comprimento de cadeia curta e média e foi menos ativa
em substratos de cadeia longa. E de notar que embora a molécula original fosse bastante
inativa em relacao as células do cancro de colon humano Caco2, os seus ésteres sintetizados
exibiram atividades antiproliferativas mais elevadas, indicando que estes novos compostos

podem possuir propriedades antitumorais melhoradas (Salem et al., 2010).

Iftitah et al. (2017) demonstaram que a lipase de Rhizomuchor miehei catalisa, de forma
eficiente, a acilagao do alcool ciclico, o isopulegol. Os esteres de isopulegol tém um grande

interesse para a industria alimentar como aromatizantes (lftitah et al., 2017).

A fim de produzir resveratrol a um prego razoavel, a transformagao da polidatina em
resveratrol pode ser um procedimento viavel. A aplicagao de microorganismos imobilizados
para a biotransformagao do composto alvo foi levada a pratica devido a alta especificidade e
compatibilidade ambiental das enzimas (Jin et al, 2013). Jin et al. (2013) investigaram a
biotransformagao do resveratrol em polidatina usando Aspergillus niger e levedura co-
imobilizada. Apos a biotransformagao com Aspergillus niger e levedura co-imobilizada, abaixo
de 30 °C, pH de 6,5, durante 2 dias, cerca de 96,7 % de polidatina foi transformada em
resveratrol. O rendimento do resveratrol produzido atingiu 33,45 mg / g. Este processo
pode ser uma alternativa competitiva e eficaz para a produgao do resveratrol (Jin et dl,

2013).

Alguns flavonodides tém sido descritos como inibidores eficazes da xantina oxidase,
uma enzima responsavel pela produgao de radicais superoxido, todavia a baixa absorgao dos
flavonoides in vivo € um fator limitante para sua biodisponibilidade (Araljo et al., 2017).
Aratjo et al. (2017) estudaram o efeito dos derivados acilados de alguns flavondides, entre
eles, naringina, hesperidina e rutina na inibicdo da xantina oxidase. A reagao de acilagao foi
realizada com os acidos hexanoico, octandico, decanoico, laurico e oleico e catalisada pela
associado a trés dos derivados acilados, naranoato de naringina, decanoato de naringina e
decanoato de hesperidina. Os resultados sugerem que a sintese enzimatica dos derivados
acidados destes flavondides, catalisada pela lipase CALB pode representar uma nova
abordagem para a produgao de inibidores competitivos da xantina oxidase. Assim, estes

derivados acilados sao candidatos promissores a serem utilizados em preparagoes
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farmacéuticas, cosméticas e nutricionais para fins preventivos e / ou terapéuticos (Araljo et

al., 2017).

O uso de enzimas para a acilagao seletiva de compostos poli-hidroxilados fornece
uma alternativa Util aos métodos quimicos classicos, superando as desvantagens dos mesmos
(Katsoura et al, 2006; Mellou et al, 2005). O desenvolvimento destes procedimentos
enzimaticos permite a preparagao de derivados bioativos cotendo diferentes grupos acilo em

varias posi¢oes (Nicosoli et al., 2002).

A acilagdo de produtos naturais pode ser importante, pois os grupos acilico
aumentam a diversidade estrutural dos compostos naturais e também podem ser

importantes para a sua bioatividade (Teng et al., 2004).

Espera-se que a acilagio seletiva dos polifendis influencie as suas propriedades
bioldgicas e farmacolégicas e produza analogos que possam ser modelos Uteis para o estudo
das relagoes estrutura-atividade, em particular quanto as suas propriedades anfifilicas e
lipofilicas e, portanto, a sua capacidade de penetrar a membrana celular (Katsoura et al,
2006; Nicosoli et al, 2002; Fragopoulou et al, 2007). De fato, a eficiéncia dos polifenois
como potenciais agentes terapéuticos pode estar relacionada as suas propriedades lipofilicas

e, consequentemente, a sua capacidade de penetrar na célula (Nicosoli et al., 2002).
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2. Objetivos

A modificagao estrutural de compostos poli-hidroxilados, como a polidatina, requer
condigoes suaves e seletividade. Esta bem estabelecida a utilizagao das lipases em aplicagoes
biocataliticas, uma vez que além de outras vantagens, apresenta elevada regiossletividade.
Sendo a polidatina um composto poli-hidroxilado, a biocatalise € o método mais eficaz para a
sua acilagao, pois as condigoes de reagao sao suaves e as etapas de protegao / desprotecao
dos grupos funcionais sio desnecessarias. A polidatina contém na sua estrutura 6 grupos
hidroxilo suscetiveis de sofrer acilagao, logo, a regiosseletividade das lipases é vantajosa para

a obtencao de derivados acilados da polidatina.

De forma a melhorar as propriedades biologicas e farmacoldgias da polidatina, este
trabalho teve como objetivo geral a obtencao de derivados acilados da polidatina através de

transformagoes biocataliticas seletivas, recorrendo a lipases como biocatalisadores.

Neste trabalho, concretamente, pretende-se sintetizar, isolar e identificar

estruturalmente os derivados acilados da polidatina, com atividades bioldgicas interessantes.

A introdugao de dois grupos acilo diferentes na porgao glicosidica da polidatina sera

explorada.
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3. Parte Experimental

3.1. Instrumentacgao

As reagoes enzimaticas foram realizadas num agitador orbital New Brunswicick

Scientific, C24 Incubator Shaker, a 40°C e 50°C, a 175 rpm.

A evaporacao dos solventes foi efetuada no evaporador rotativo Blichi Switzerland,

Vacuum Controller V-850.
Os pontos de fusao foram determinados num aparelho Biichi Melting Point B-540.

Os espetros de ressonincia magnética nuclear de protdes, RMN 'H foram obtidos

num espectrometro Varian Unity 400, 400 MHz.

Os espetros de ressonancia magnética nuclear de carbono, 13, RMN "C foram

obtidos num espectrometro Bruker Avance lll de 100 MHz.

3.2. Cromatografia

A cromatografia de camada fina for realizada em placas de aluminio de silica gel 60

F,s4 utilizando como eluente uma mistura de cloroformio, acetona e acido acético (60:35:5).

3.3. Reagentes e solventes

Todos os reagentes e solventes foram adquiridos comercialmente. O solvente usado
nas reagoes enzimaticas, a acetona, foi obtido da Aldrich. A enzima utilizada, CALB foi
adquirida a Aldrich. Os dadores de acilo acetato de vinilo, cinamato de vinilo, propionato de

vinilo e cinamato de vinilo foram obtidos da Aldrich.
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3.4. Acilagao enzimatica da polidatina
3.4.1. Sintese do 3”, 6” - diacetato de polidatina (Composto 2)

Num fraco, adicionoiu-se 200 mg de polidatina, 3 mL de acetona, | mL de acetato de
vinilo e 200 mg de CALB. A mistura reacional foi agitada a |75 rpm, a 40° C. Ao fim de 24

horas, a reagao estava completa.

Posteriormente, procedeu-se a filtragao da enzima e a evaporagao do solvente com a
ajuda de um evaporador rotativo. O produto obtido, o 3”, 6” diacetato de polidatina (168
mg / 69,11 %) foi isolado por cromatografia em coluna, usando-se como eluente
cloroférmio, acetona e metanol numa proporgao de 85: 10: 5, aumentando-se a polaridade

ao longo da recolha dos tubos.

P.f: 205,6 —208,4 °C

3.4.1.2. Sintese de 6” - monocinamato de polidatina (Composto 3)

Num fraco, adicionou-se 200 mg de polidatina, 3 mL de acetona, | mL de cinamato
de vinilo e 60 mg de CALB. A mistura reacional foi agitada a 175 rpm, a 40° C. Ao fim de 24

horas, a reagao estava completa.

Posteriormente, procedeu-se a filtragao da enzima e a evaporagao do solvente com a
ajuda de um evaporador rotativo. O produto obtido, o 6” - monocinamato de polidatina
(136 mg / 50,99 %) foi isolado por cromatografia em coluna, usando-se como eluente
cloroférmio, acetona e metanol numa proporcao de 85: 10: 5, aumentando-se a polaridade

ao longo da recolha dos tubos.

Pf: 50,3 -522°C

3.4.1.3. Sintese de 3”, 6” - dipropionato de polidatina (Composto 4)

Num frasco adicionou-se 200 mg de polidatina, 3 mL de acetona, | mL de propionato
de vinilo e 200 mg de CALB. A mistura reacional foi agitada a 175 rpm, a 40°C. A reacgao

ficou competa ao fim de 24 horas.

62



Posteriormente, procedeu-se a filtragao da enzima e a evaporagao do solvente com a
ajuda de um evaporador rotativo. O 3”, 6” - dipropionato de polidatina (121 mg, 47,01 %)
foi isolado por cromatografia em coluna, usando-se como eluente diclorometano, acetona e
metanol numa proporgao de 87: 10: 3, aumentando-se a polaridade ao longo da recolha dos

tubos.

P.f: 102,2 — 105°C

3.4.1.4. Sintese de 6” - monopropionato de polidatina (Composto 5)

Montou-se esta reagao com o objetivo de, posteriormente, se conseguir alcangar o
6”- propionato, 3”- acetato. Num frasco adicionou-se 200 mg de polidatina, 3 mL de
acetona, 0,7 mL de propionato de vinilo e 100 mg de CALB. A mistura reacional foi agitada a

I75 rpm, a 40°C. A reagao estava completa passado 4h.

Posteriormente, procedeu-se a filtragao da enzima e a evaporagao do solvente com a
ajuda de um evaporador rotativo. O 6” - monopropionato de polidatina (98 mg, 42,85 %) foi
isolado por cromatografia em coluna, usando-se como eluente cloroférmio, acetona e
metanol numa proporcao de 87: 10: 3, aumentando-se a polaridade ao longo da recolha dos

tubos.

Pf 172 -173,8°C

3.4.1.5. Sintese de 6”- propionato, 3”- acetato de polidatina (Composto 6)

Num frasco adicionou-se 98 mg de monopropionato, | mL de acetona, 0,5 mL de
acetato de vinilo e 75 mg de CALB. A mistura reacional foi agitada a 175 rpm, a 50 °C. A

reagao estava completa passado 4h.

Posteriormente, procedeu-se a filtragao da enzima e a evaporagao do solvente com a
ajuda de um evaporador rotativo. O 6”- propionato, 3”- acetato de polidatina (39 mg, 36,38
%) foi isolado por cromatografia em coluna, usando-se como eluente diclorometano, acetona
e metanol numa proporgao de 87: 10: 3, aumentando-se a polaridade ao longo da recolha

dos tubos.

Pf: 107,3 -109,5
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4. Resultados e Discussao

O uso de compostos polifendlicos em varios dominios é muito promissor mas
também bastante limitado devido a sua fraca estabilidade e solubilidade em solventes
organicos ou aquosos (Chebil et al, 2007; Ardhaoui et al, 2004; Mellou et al, 2005;
Fragopoulou et al., 2007; Castro et al., 2014). Recentemente, o interesse cientifico voltou-se
para os derivados acilados, uma vez que o principal problema dos compostos fendlicos é a

sua baixa biodisponibilidade (Vlachogianni et al., 2015).

Devido a natureza poli-hidroxilada dos polifendis, a utilizagado de métodos quimicos
requer muitos passos de protecao / desprotecao para se obter alguma seletividade (Chebil et
al, 2007; Ardhaoui et al., 2004). Além disso, os métodos quimicos conduzem a uma mistura
de produtos com diversos graus de esterificagao, uma vez que estes métodos mostram uma
regioselectividade baixa (Mellou et al, 2005). Como as enzimas sao altamente seletivas, a
catdlise enzimatica nao requer etapas de protegao e desprotegao dos grupos funcionais
(Patel, 2016; Tao & Kazlauskas, 2011). Além disso, a atividade enzimatica em condigoes
suaves € um atributo valioso para a produgao de compostos poli-hidroxilados, como é o

caso dos compostos polifendlicos (lllanes et al., 2012; Bommarius & Riebel, 2004).

Por estes motivos e acrescentando a necessidade de processos ambientalmente mais
aceitaveis na industria quimica, a acilagao da polidatina foi realizada a partir de métodos

enzimaticos.

4.1. Definicao das condigoes de acilagao da polidatina

Neste trabalho, optou-se pela utilizagao da lipase como biocatalisador para a acilagao
enzimatica da polidatina, devido as vantagens que estas enzimas detém, pois além de
possuirem excelente quimio-, regio- e estereosseletividade, sao bastante versateis e estaveis,
estao prontamente disponiveis comercialmente e, geralmente, nao exigem a presenga de co-

fatores.

De entre as lipases disponiveis, optou-se pela utilizagao da CALB para catalisar a
acilacao enzimatica da polidatina, uma vez que em ensaios de screening, realizados por
grupos anteriores, variando o solvente e o dador de acilo, aplicando a CALB e a lipase de
Pseudomonas cepacia (PS), e a polidatina, como substrato, verificou-se que ambas as enzimas

sao biocatalisadores adequados para a acilagao da polidatina no entanto a lipase CALB é mais
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rapida na acilagio deste composto do que a lipase PS. Por esta razao a lipase CALB foi

escolhida para a acilagao enzimatica deste composto.

Nos ensaios de screening acima referidos verificou-se que a acetona, o acetato de
etilo e a etilmetilcetona sao solventes mais adequados para a CALB. Optou-se pela utilizagao

da acetona como solvente.

E de notar que acilagio enzimatica em meios nio aquosos é muito atraente, uma vez
que se caracteriza por ser bastante eficiente e altamente seletiva. Além disso, os efeitos
colaterais derivados da presenca da agua sao evitados e o isolamento do produto é mais facil
(Zaks & Klibanov, 1985; Goswami & Stewart, 2015; Castro-Ochoa, et al, 2005; Grunwald,
2014; Stepankova et al., 2013; Guncheva et al,, 201 I; Klibanov,1997; Klibanov et al., 1990;
Danieli & Riva, 1994).

4.2. Acilagao enzimatica da polidatina

A polidatina (3, 4, 5-tri-hidroxiestilbeno-3-O-f-D-glucopiranésido) a forma
glicosilada do resveratrol (Ding et al.,, 2014), é um composto monocristalino natural isolado
da raiz e rizoma de uma planta medicinal tradicional chinesa Polygonum cuspidatum Sieb. et
Zucc (Polygonaceae), uma planta com valor medicinal e nutricional (Xu et al., 2016a; Zhang et
al., 2014; Wang et al., 20163a; Le et al, 2017; Jiang et al., 2015; Cao et al,, 2017; Ling et al.,
2016). Esta presente na nossa alimentagao diaria, sendo detetada em uvas, amendoins, vinho
tinto e produtos que contém cacau (Kuo et al.,, 2016; Xu et al., 2016 a; Lv et al.,, 2006; Xue et
al., 2017). Este composto recebeu especial atengao, por demonstrar multiplas atividades
farmacologicas benéficas. Além de proteger as células do miocardio, prevenir a agregagao
plaquetaria e melhorar a microcirculagao, este composto apresenta também atividade

antioxidante, anti-inflamatoria e anti-angiogénica (Du et al., 2013).

Como demonstrado na figura 12, a polidatina é constituida 6 grupos hidroxilo (I

primario, 2 fendlicos e 3 secundarios), suscetiveis de sofrer acilagao.

O grupo hidroxilo primario na posicao 6” da polidatina € o grupo hidroxilo menos
estericamente impedido, seguido do grupo hidroxilo secundario na posicao 3”. Assim,
considera-se que a regiao 6” da polidatina é a primeira posicao a sofrer acilagao, dando
origem ao derivado monoacilado. A segunda posicao de acilagao da polidatina é a regiao 3”

resultando no derivado diacilado.
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Figura 12 - Estrutura quimica da polidatina, com identificagdo dos grupos hidroxilo primdrio,
fendlicos e secundarios, e posicoes de acilagdo.

Foram obtidos 6 derivados da polidatina, usando a CALB como biocatalisador,
acetona como solvente e acetado de vinilo, propionato de vinilo e cinamato de vinilo como

agentes acilantes.

Para a confirmagao estrutural do produto da reac¢ao de acilagio da polidatina com
CALB e acetato de vinilo, procedeu-se a purificagio do mesmo através de cromatografia em
coluna e a andlise por RMN unidimensional, juntamente com o substrato de partida, a

polidatina, para efeitos de comparagao.

O espectro RMN 'H da polidatina (Figura 13) indica a presenca dos hidrogénios
ligados a carbonos aromaticos: dois dubletos a 6H 7,49 ppm (2H, d, J=8 Hz, H-2'e H-6") e
6H 6,75 ppm (2H, d, |]=8 Hz) e trés singuletos a 6H 6,72 ppm, 6H 6,56 ppm e 6H 6,33 que
correspondem aos hidrogénios H-2, H-6 e H-4, respectivamente. Verifica-se a presenga dos
sinais caracteristicos dos hidrogénios ligados a olefina, que correspondem a dois dubletos a
6H 7,03 (IH, d, J=16 Hz, H-b) e 6H (IH, d, J=16 Hz, H-a). A presenga dos hidrogénios dos
grupos OH foi detectada como dois singuletos a 8H 9,55 ppm atribuido ao hidrogénio do
grupo hidroxilo ligado ao carbono C-4" e 6H 9,41 ppm atribuido ao hidrogénio do grupo
hidroxilo ligado ao carbono C-5, e trés dubletos a 6H 5,26 ppm, 6H 5,06 ppm e &H 5,00
ppm. Os hidrogénios ligados aos carbonos da glucose correspondem ao multipleto a 6H

3,07-3,57 (m, 5H, H-2"", H-3"", H-4"", H-5"" e H-6"").
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Figura |3 - Espectro de RMN 'H da polidatina.

O espectro de RMN "C da polidatina (Figura 14) fornece os desvios dos 20 carbonos
da estrutura da polidatina: 158,88 ppm (C-3); 158,34 ppm (C-5); 157,30 ppm (C-4"); 139,34
ppm (C-1); 128,53 (C-17); 127,98 ppm (C-B); 127,92 ppm (C-2"e C-6"); 125,22 (C-a); 115,51
ppm (C-3’e C-5%); 107,17 ppm (C-6); 104,75 (C-4); 102,75 (C-2); 100,68 (C-17"); 77,13 (C-
57); 76,70 (C-377); 73,28 (C-27"); 69,77 (C-4""); 60,72 (C-6"").
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Figura 14 - Espectro de RMN "°C da polidatina.
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A reagao de acilagao da polidatina com acetato de vinilo forneceu um dnico produto.
Na analise do especto RMN 'H do produto obtido (Figura 15), verificou-se o aparecimento
de dois sinais novos a 6H 5,54 ppm (dd, 2H, |=4 Hz, H-6"") e 6H 4,91 ppm (t, IH, JI1=8 Hz,
J2=12 Hz, H-2"") que correspondem a primeira e segunda posicao de acilagao,
respectivamente. Observou-se também a entrada de dois singuletos a 6H 1,96 ppm (3H), e

6H 2,05 (3H) caracteristicos de grupos metilicos dos grupos acetato.
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Figura 15 - Espectro RMN 'H do produto de reacgdo de acilagdo enzimdtica da polidatina com o
acetato de vinilo.

Na anilise do espectro RMN “C do produto da acilagio enzimatica da polidatina
com acetato de vinilo (Figura 16), observou-se o aparecimento de dois sinais a 20,50 ppm e
21,08 ppm referentes a carbonos metilicos, e de dois sinais a 169,10 ppm e 170,18 ppm
relativos a carbonos de grupos carbonilo. O sinal a 63,04 ppm atribuido ao C-6 da glucose
sofreu uma alteragao na ordem dos 2,32 ppm comparativamente a molécula da polidatina (6
60,72 ppm). Além disso, o sinal atribuido ao C-3 da glucose (6 71,04 ppm) sofreu uma

alteragao significativa na ordem dos 5,63 ppm quando comparado com o substrato de
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partida (6 76,70 ppm). Esses dados sugerem a presenca de ligagoes éster nas posi¢oes C-6 e

C-3 da glucose, confirmando assim as posi¢oes de acilagao.
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Figura 16 - Espectro RMN "*C do produto de reacgdo de acilagdo enzimdtica da polidatina com
acetato de vinilo.

De facto, os dados sugeridos pelos espectros de RMN de IH e de 13C sugerem a
presenca de ligagoes éster nas posicoes C-6"" e C-3"", confirmando as posi¢oes de acilagao.
Dada a confirmagao da estrutura do produto de reaccao (Composto 2), a representagao

esquematica da reacgao pode ser ilustrada na Figura |7.

OH
OH
S g S
HO o =
OH ‘ Acetato de vinilo o=<
OH

I 2

Figura 17 - Reacdo de diacilacdo da polidating, utilizando acetato de vinilo como agente
acilante e a lipase CALB como biocatalisador.
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A reagao da polidatina com cinamato de vinilo na presenca de CALB conduziu a
formagao de um Unico produto. O espectro RMN 'H de polidatina (Figura 18) indica a
presenca dos hidrogénios dos grupos OH fendlicos inalterados, tendo sido detectados como
dois singuletos a 6, 10.0 e 9.90 ppm. A presenca dos hidrogénios ligados a carbonos
aromaticos: dois dubletos a 6, 7,49 ppm (2H, d, J=8 Hz, H-2"e H-6") e &, 6,75 ppm (2H, d,
J=8 Hz) e trés singuletos a &, 6,72 ppm, 6, 6,56 ppm e 6, 6,33 que correspondem aos
hidrogénios H-2, H-6 e H-4, respectivamente e os multipletos correspondentes ao anel
aromatico do cinamato. A presenc¢a dos hidrogénios ligados aos carbonos da glucose que

correspondem ao multipleto a &, 3,50-4.2.
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Figura 18 - Espectro RMN 'H do produto de reaccdo de acilagdo enzimdtica da polidatina
com o cinamato de vinilo.
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O espectro de RMN "*C do cinamato de polidatina (Figura 19) fornece os desvios dos 29
carbonos da estrutura do derivado, com destaque para o sinal a 166,25 ppm correspondente ao

grupo carbonilo.
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Figura 19 - Espectro RMN ">C do produto de reacsdo de acilagdo enzimadtica da polidatina com
cinamato de vinilo.
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Figura 20 - Reagdo de monoacilacdo da polidatina, utilizando cinamato de vinilo como agente
acilante e a lipase CALB como biocatalisador.
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A reagao da polidatina com propionato de vinilo de vinilo na presenca de CALB
conduziu a formagao de dois produtos, um com maior factor de retengao na placa
cromatografica (Composto 4) e um com menor factor de retengao (Composto 5), cuja

propor¢ao pode ser modulada através da modificagao das condigoes reaccionais.

O espectro RMN 'H do 3"",6""- dipropionato de polidatina, Composto 4, (Figura 21)
indica a presenga dos hidrogénios dos grupos OH fendlicos inalterados, tendo sido
detectados como dois singuletos a 6, 9,58 e 9,47 ppm. A presenca dos hidrogénios ligados a
carbonos aromaticos: dois dubletos a 6, 7,41 ppm (2H, d, |=8 Hz, H-2"e H-6") e §, 6,77
ppm (2H, d, J=8 Hz) e trés singuletos a 6, 6,67 ppm, 6, 6,60 ppm e &, 6,33 que
correspondem aos hidrogénios H-2, H-6 e H-4, respectivamente. A presenca dos
hidrogénios ligados aos carbonos da glucose que correspondem ao multipleto a 6, 3,30-3,5
ppm. A presenca de dois grupos propionato sao evidenciados pelo aparecimento de dois
tripletos a 0,95 e a 1,07 com integragao 3 correspondentes aos hudrogénios metilicos e a
dois multipletos a 2,25 e 2,34 ppm correspondentes aos hidrogénios metilénicos do grupo

propionato.
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Figura 21 - Espectro RMN 'H do produto de reaccdo de acilagdo enzimdtica da polidatina com o
propionato de vinilo.
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O espectro de RMN "*C do 3,6 "-dipropionato de polidatina (figura 22) fornece os
desvios dos 26 carbonos da estrutura do derivado, com destaque para os sinais a 173,04 e 173,45

ppm correspondentes aos grupos carbonilo.
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Figura 22 - Espectro RMN "°C do produto de reaccdo de acilagdo enzimadtica da polidatina com o
propionato de vinilo.
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Figura 23 - Reagdo de diacilagdo da polidating, utilizando propionato de vinilo como agente
acilante e a lipase CALB como biocatalisador.
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O espectro RMN 'H do 6°'- propionato de polidatina, Composto 5, (Figura 24)

indica a presenga de um grupo propionato evidenciados pelo aparecimento de um tri
0,93 com integragao 3 correspondente aos hidrogénios metilicos e de um multipleto

ppm correspondente aos hidrogénios metilénicos do grupo propionato.
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Figura 24 - Espectro RMN 'H do produto de reacg@o de acilagdo enzimdtica da polidatina com o

propionato de vinilo.
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O espectro de RMN "C do 6"'- propionato de polidatina (Figura 25) fornece os
desvios dos 23 carbonos da estrutura do derivado, com destaque para os sinais a 173,47

ppm correspondente aos grupos carbonilo.
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Figura 25 - Espectro RMN "°C do produto de reaccdo de acilagdo enzimdtica da polidatina com o
propionato de vinilo.
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Figura 26 - Reagdo de acilacdo da polidating, utilizando propionato de vinilo como agente
acilante e a lipase CALB como biocatalisador.
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A reagao do 6°'- propionato de polidatina com acetato de vinilo na presenga de
CALB forneceu um Unico produto, o 6 "-propionato,3”"-acetato de polidatina, Composto 6,
(Figura 27). No espectro de 'H RMN destaca-se a presenca de um tripleto a 0,95 ppm e um
multipleto a 2,51 ppm correspondentes aos hidrogénios metilicos e metilénicos,
respectivamente, do grupo propionato. Além disso, destaca-se a presen¢a de um singuleto a

2,07 ppm correspondente aos hidrogénios metilicos do grupo acetato.
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Figura 27 - Espectro RMN 'H do produto de reacgdo de acilagdo enzimdtica da polidatina com o
acetato de vinilo.
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No espectro de "C RMN (Figura 28) destacam-se dois picos a 169,69 e 173,44 ppm

correspondentes aos dois grupos carbonilo.
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Figura 28 - Espectro RMN "°C do produto de reaccdo de acilacdo enzimdtica da polidatina com o
acetato de vinilo.
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Figura 29 - Reagdo de acilagdo do derivado 6” - monopropionato da polidatina com insercéo
do acetato na posigdo 3", utilizando acetato de vinilo como agente acilante e a lipase CALB
como biocatalisador.
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5. Conclusao

Os compostos fenodlicos tém recebido atencao consideravel devido as suas
propriedades biologicas e farmacologicas interessantes para a saude humana. Sao moléculas

biologicamente ativas distribuidas por todo o reino vegetal.

E amplamente reconhecida a necessidade crescente de processos ambientalmente
mais aceitaveis na industria quimica. A modificagcao estrutural de compostos polifendlicos
por via enzimatica insere-se neste contexto, onde os processos sao verdes e sustentaveis
mais atraentes para o meio ambiente e mais custo-efetivos em comparagao com os

processos quimicos classicos.

Note-se que como polidatina é constituida por 6 grupos hidroxilo suscetiveis de ser
acilados, a especificidade da reagao é extremamente desejavel. Assim, a biocatalise parece
ser o método mais promissor para a obtengao de derivados acilados da polidatina, uma vez
que as enzimas tém capacidade de reconhecer e diferenciar os diferentes grupos hidroxilo

da polidatina.

Efetuou-se, neste estudo, reagoes de acilagao enzimatica da polidatina, em meio

organico, utilizando a CALB como biocatalisador.

Os resultados mostraram a capacidade da lipase CALB em reconhecer e diferenciar
os diferentes grupos hidroxilo, uma vez que foram obtidos regiosseletivamente derivados
mono- e diacilados com bons rendimentos. A obtencao primeiramente de um derivado
monoacilado na posicao 6” da porcao glicosidica da polidatina, sugere que a lipase CALB tém
preferéncia pelos grupos hidroxilos primarios. Seguidamente, de modo a formar o derivado

diacilado, a lipase CALB dirige a acilagao para a posi¢ao 3” da polidatina.

E de salientar que se conseguiu introduzir dois grupos acilos diferentes na porgao

glicosidica da polidatina, resultando no 6”- propionato, 3”- acetato de polidatina.

Conclui-se com este estudo a utilidade da biocatdlise na acilagao regioselectiva da
polidatina. A biocatdlise permitiu a modificagao estrutural da polidatina, com a obtengao de
derivados mono- e diacilados, de modo a obter novos compostos com actividades biologicas

que serao exploradas oportunamente.
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