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Resumo

Os compostos polifendlicos sdo importantes entre os produtos naturais pois
possuem varias atividades biologicas, principalmente atividade antioxidante. No entanto,
a sua baixa estabilidade e solubilidade em meio lipofilico, dificulta o seu uso na industria

farmacéutica.

A acilacdo enzimatica regiosselectiva usando lipases tem sido sugerida como um
caminho interessante e promissor para melhorar as propriedades dos compostos

polifenolicos porque ndo altera a sua atividade biologica.

Neste trabalho realizou-se a semi-sintese de novos derivados bioativos através de
reacdes de acilagdo e desacilagdo regiosselectivas recorrendo a lipases como
catalisadores. Foi possivel observar que a seletividade e a velocidade da reacdo sdo

dependentes da estrutura do substrato, do solvente e da enzima.

Apos otimizacdo das condi¢des reacionais, foram isolados derivados acilados do

resveratrol, da naringenina e do seu derivado glicosilado, a naringina.
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Abstract

The polyphenolic compounds are important among the natural products because
they have several biological activities, mainly antioxidant activity. However, their low

stability and solubility in lipophilic hampers its use in the pharmaceutical industry.

The regioselective enzymatic acylation using lipases has been suggested as an
interesting and promising way to improve the properties of polyphenolic compounds

because not affects their biological activity.

In this work the semi-synthesis of new bioactive derivatives by acylation and
deacylation reactions regiosselectivs using lipases as catalysts was performed. It was
observed that the selectivity and reaction rate are dependent on the structure of the

substrate, the solvent and the enzyme.

After optimization of reaction conditions, were isolated acylated derivatives of

resveratrol, naringenin and its glycosylated derivative, naringin.

XV



XVI



CAPITULO 1

INTRODUCAO GERAL



Introducado Geral



Introduc¢do Geral

1. Introdu¢ao Geral

1.1. Compostos polifenolicos naturais

Os compostos polifenolicos sdo compostos de interesse bioldgico com um ou mais

anéis aromaticos e no minimo com dois grupos hidroxilo.

Estes compostos sdo os antioxidantes mais abundantes na dieta. No entanto, ndo
sd0 necessariamente 0s mais ativos no organismo humano, quer porque tém baixa
atividade intrinseca, ou porque sdo pouco absorvidos, altamente metabolizados ou

rapidamente eliminados (Manach et al., 2004).

As principais fontes de polifendis sdo as frutas, os vegetais, as bebidas como o
vinho, o café, o chd e os sumos de fruta, o chocolate e outros produtos do cacau e os
cereais (Vinson et al., 2001; Manach et al., 2004; Scalbert et al., 2005; Naczk e Shadidi,

2006; Dimitrios, 2006, D’ Archivio et al., 2007).

Nos alimentos, os polifendis sdo os principais responsaveis pelas caracteristicas

organoléticas tais como adstringéncia, amargura e aroma.

Como antioxidantes, os polifendis podem proteger as células contra danos
oxidativos e portanto limitar o risco de varias doencas degenerativas associadas ao stress
oxidativo. Estudos experimentais, suportam fortemente o papel dos polifendis na
prevencao das doengas cardiovasculares, cancro, osteoporose, diabetes melittus e doengas

neurodegenerativas (Manach et al., 2004; Scalbert et al., 2005; D’ Archivio et al., 2007).

Atualmente estes compostos recebem muita atencdo devido aos seus efeitos

benéficos na satde relacionados ndo s6 com as suas propriedades antioxidantes (Vinson



Introducao Geral

et al., 2005; Dehkharghanian et al., 2009), assim como as suas propriedades anti-
inflamatorias (Nicholas e Katiyar, 2010), cardioprotetoras (Zen e Fernandez, 2005),
preventivas do cancro (Castillo-Pichardo ef al., 2009, Nicholas e Katiyar, 2010) e

neuroprotetoras (Aquilano et al., 2008).

Devido as varias atividades bioldgicas que estes compostos exercem, alguns deles
sdo compostos lead no desenvolvimento e descoberta de novos farmacos (Prochazkova et

al., 2011; Gutierrez-Merino et al., 2011).

Assim, a modificagdo das estruturas destes compostos, pode levar a descoberta de

novos derivados bioativos.
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1.2. Classificacao dos compostos polifendlicos

Os compostos polifenolicos sdo classificados em varias classes em func¢do do
nimero de anéis fendlicos que tém e dos elementos estruturais que ligam esses anéis uns

aos outros (Manach et al., 2004; D’ Archivio et al., 2007; Ignat et al., 2011).

Aprofundam-se apenas as duas classes de polifendis usadas na realizacdo deste

trabalho, os flavonoides e os estilbenos.

Os flavonoides sdo compostos de baixo peso molecular e a estrutura basica dos
flavonoides consiste num nucleo flavano, constituido por quinze atomos de carbono
arranjados em trés anéis (Cs-C3-Cs), sendo dois anéis fendlicos substituidos (A e C) e um
pirano (cadeia heterociclica B) acoplado ao anel A (figura 1). Os anéis A e C sdo

hidréxilados e podem conter substituintes metoxilicos.

Figura 1. Estrutura basica dos flavondides

Os flavondides podem ser divididos em subclasses em fun¢do do tipo de

heterociclo envolvido. As estruturas quimicas das principais familias de flavondides com
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propriedades farmacologicas relevantes sao realgadas na figura 2 (Gutierrez-Merino et al.,
2011). Brevemente:

a) Flavanonas, com um grupo carbonilo no C4 do anel B.

b) Flavanois, com um grupo hidroxilo no C3 do anel B.

c¢) Flavonas, com um grupo carbonilo no C4 e uma dupla ligacao entre C, e C; do anel B.

d) Flavonois, com um grupo carbonilo no C4, uma dupla ligagdo entre C, e C3 e um grupo

hidroxilo no C; do anel B.
e) Antocianinas, catides derivados de flavilio.

f) Isoflavonoides, com o anel C ligado ao C; do anel B em vez de ligado ao C,.

572 oo o

a) Flavanonas b) Flavanois c) Flavonas
0 (O fo)
O \
OH 7 oH
O O
d) Flavonois e) Antocianinas f) Isoflavonas

Figura 2. Estruturas das principais classes de flavondides
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Os estilbenos sdo 1,2-diariletenos. O anel A normalmente tem dois grupos
hidroxilo em posicdo meta, enquanto o anel B ¢ substituido por grupos hidroxilo e
metoxilo em posi¢des orto, meta ou para (figura 3). As principais fontes de estilbenos sdo

as uvas, o vinho e os amendoins.

HO

HO

Figura 3. Estrutura basica dos estilbenos
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1.3. Atividade antioxidante dos flavonoides e do resveratrol

Muitos compostos com grupos aromaticos sdo capazes de funcionar como
antioxidantes por formarem radicais estaveis via estruturas de ressonancia, prevenindo

assim a oxidag¢do continua (King et al., 2006).

A oxidagdo ¢ a transferéncia de eletrdes de um dtomo para outro e representa uma
parte essencial da vida aerdbica e do nosso metabolismo, ja que o oxigénio ¢ o ultimo
aceitador de eletrdes no sistema de fluxo eletrdes que produz energia na forma de ATP.
No entanto, o oxigénio ¢ um oxidante muito forte, tornando-se impossivel impedir
oxidacdes secundarias desta molécula, que ndo estdo envolvidas no metabolismo
fisioldégico e que podem ter consequéncias graves se ndo forem neutralizadas por um

sistema antioxidante eficiente (Pietta, 2000).

O termo antioxidante foi definido por Halliwell e Gutteridge (1998) como
“qualquer substincia que atrasa, previne ou remove os danos oxidativos”. A funcdo
fisioldgica destes compostos € prevenir o prejuizo dos componentes celulares que surgem

como consequéncia das reagdes envolvendo radicais livres (Young et al., 2001).

Os radicais livres ou espécies reativas de oxigénio (ROS), incluem anides

superoxido (O,7), radicais peroxilo (ROO) e hidroxilo (RO) e 6xido nitrico (NO").

Os ROS sdao moléculas altamente reativas constantemente produzidas pelas
reacdes enzimaticas nas células. Em condicdes fisioldgicas normais, os ROS sdo

produzidos em niveis baixos, o que ¢ necessario para manter as fun¢des normais das
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células, e os sistemas antioxidantes endégenos do organismo tem a capacidade de evitar

os efeitos nocivos (Benavente-Garcia e J. Castillo, 2008).

No entanto, devido a eficiéncia incompleta dos nossos sistemas de defesa
endogena e a existéncia de situagdes onde os ROS sdo produzidos em excesso (poluentes
do ar, tabaco e fumo, radiagdo UV e alimentagcdo rica em dacidos gordos altamente
polinsaturados, inflamagdo, isquemia, etc.), sdo necessarios antioxidantes alimentares

para diminuir os efeitos cumulativos do dano oxidativo (Pietta, 2000).

Tem havido um interesse crescente em antioxidantes nos ultimos anos. As
vitaminas C, E, A e os carotenoides sdo antioxidantes bem estabelecidos. Nos anos 90

acumulou-se evidéncia de que os polifendis sdo uma importante classe de antioxidantes.

As capacidades antioxidantes de muitos flavondides sdo superiores as da vitamina
C e E (Prior e Cao, 2000). Os flavonoides sdo capazes de sequestrar diretamente os
radicais livres através da doacdo de um atomo de hidrogénio. O radical livre fenoxilo,
assim formado pode reagir com um segundo radical, adquirindo a estrutura de uma

quinona estavel, figura 4 (Pietta, 2000).
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Figura 4. Sequestro dos ROS (R’) pelos flavondides

A atividade dos flavonoéides in vitro depende do arranjo dos grupos funcionais da
sua estrutura principal. Quer a configuracdo quer o numero de grupos hidroxilo
influenciam substancialmente a atividade antioxidante destes compostos (Heim et al.,

2002).

As principais caracteristicas estruturais dos flavondides necessarias a uma
neutralizacdo eficiente de radicais livres de oxigénio sdo: a presenga de uma estrutura
orto-dihidroxilada (um grupo catecol no anel C), que confere uma maior estabilidade a
forma radicalar, j& que contribui para a deslocalizagdo eletronica (figura 5); uma ligacao
dupla conjugada com a fun¢do 4-oxo no anel B; que aumenta a deslocalizagdo eletronica
do anel C (figura 6); e grupos hidroxilo nas posi¢des 3 € 5 do anel A permitem ligagdes
de hidrogénio ao grupo oxo do anel B (figura 7) (Pietta, 2000; Ross e Kasum, 2002;

Merino et al., 2011; Prochazkova et al., 2011).

10
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OH o

Figura 5. Estrutura orto-dihidroxi no anel C (Croft KD., 2006)

Figura 6. Liga¢do dupla 2,3 conjugada com a func¢io 4-0xo no anel B (Croft KD., 2006)

Figura 7. Grupos hidroxilo nas posicdes 3 e 5 do anel A (Croft KD., 2006)

11
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Para além do sequestro direto das espécies reativas de oxigénio, os flavonoides
podem prevenir os danos causados pelos radicais livres através de outros mecanismos,
tais como: a capacidade de ativar enzimas antioxidantes, a quelagdo de metais, a reducao
dos radicais a-tocoferilo, a inibi¢ao de oxidases, a atenuagdo do stress oxidativo causado
pelo 6xido nitrico, o aumento nos niveis de acido urico, o aumento nas propriedades

antioxidantes de pequenos antioxidantes moleculares (Prochazkova et al., 2011).

Assim como muitos antioxidantes, também os flavondides podem agir, em certas
circunstancias, como pro-oxidantes e, por isso promover a oxida¢cdo de outros compostos

(Prochazkova et al., 2011).

Esta atividade pro-oxidante ¢ supostamente baseada na soma de reagdes
complexas que envolvem a reacdo entre o polifenol e o O, produzindo O,", e a
subsequente reagdo entre um segundo polifenol e o O,", produzindo H,O,. A primeira
reacdo, a auto oxidacdo do polifenol, pode ocorrer sob certas condi¢cdes embora seja
termodinamicamente desfavoravel (E”” O,/ O,” = -330 mV ou -160 mV). A segunda
reagdo é energeticamente favoravel (E*” Oo/ O,” = 940 mV), mas como ¢ controlada pela
ocorréncia da auto oxida¢do do polifenol, tem baixas possibilidades de ocorrer com

grande extensdo sob condig¢des fisioldgicas (Galleano et al., 2010).

IThami Gulcin (2010) mostrou em varios ensaios in vitro que o resveratrol ¢ um
antioxidante eficaz quando comparado com os compostos antioxidantes mais
comummente usados tais como o hidroxianisole butilado, hidroxitolueno butilado, a-

tocoferol e trolox.

12
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O resveratrol tem uma capacidade antioxidante intrinseca que pode ser relacionada
com os seus efeitos quimiopreventivos. In vitro, a inducdo de enzimas de desintoxicacao
tem sido demonstrada sob doses baixas de resveratrol (Li, Cao, & Zhu, 2006). In vivo, o
resveratrol mostrou aumentar a capacidade antioxidante do plasma e diminuir a
peroxidacdo lipidica (Wenzel et al., 2005; Whitehead, Robinson et al., 1995), que esta
fortemente associada com o risco de doenga cardiaca coronaria ¢ enfarte do miocardio
(Holvoet, 2004). Estudos em ratos, porcos e seres humanos parecem indicam que o
resveratrol pode suprimir aumentos patologicos na peroxidacdo dos lipidos e outras
macromoléculas, in vivo, mas se o0 mecanismo ¢ direto, indireto ou ambos, ainda ndo esta

claro (Baur ef al., 20006).

Como antioxidante, o resveratrol pode retardar e/ou impedir a doenca ou dano
celular induzido pelo stress oxidativo. O dano excessivo causado pelo stress oxidativo
pode induzir as células a sofrer apoptose. Varios estudos mostram que o resveratrol inibe

a apoptose em varias linhas celulares (King et al., 2006).

Nos ultimos anos tem havido um interesse consideravel em antioxidantes. A
extensa pesquisa nesta area levou a uma melhor compreensdo dos mecanismos
envolvidos e das areas de aplicagdo em produtos alimentares e ndo alimentares, bem

como em sistemas bioldgicos e suplementos alimentares.

O uso de antioxidantes fenolicos para proteger os produtos alimentares da
oxidac¢do assim como melhorar o tempo de armazenamento dos produtos que contém
lipidos tem relevancia nutricional e econdmica (Figueroa-Espinoza e Villeneuve, 2005;

Mbatia et al., 2011).

13
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A oxidacgao lipidica, que ¢ o principal evento na oxidagdo dos sistemas biologicos,
¢ hoje um problema na industria alimentar. Os antioxidantes sdo muitas vezes
adicionados aos produtos alimentares para prevenir as reagdes de oxidacdo em cadeia,
eles atuam inibindo a iniciacdo e a propagagdo e consequentemente retardam o processo

oxidativo (Medina et al., 2010).

Novos antioxidantes capazes de retardar a oxidacdo sdo desejaveis, ainda mais se

estes antioxidantes possuirem propriedades biologicas relevantes.

A modificacdo de antioxidantes naturais para aumentar a sua estabilidade quimica,
oxidativa e térmica, biodisponibilidade e/ou eficicia farmacéutica fornece uma série de

antioxidantes semissintéticos com grande impacto na industria (Torres ef al., 2010).

14
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1.4. Outras atividades biologicas dos flavonoides e do resveratrol

Os flavonodides tém muitos efeitos benéficos para a saude. A 4rea mais ativa da
pesquisa dos flavondides estd relacionada com a sua possivel contribuicdo para a

prevencao e tratamento de diversas patologias (Harborne e Williams, 2000).

O efeito protetor dos flavonodides ¢ atribuido principalmente a sua atividade
antioxidante e sequestro de radicais livres (Lin ¢ Weng, 2006; Rice Evans et al., 1996),
no entanto os flavondides possuem outras propriedades que sdo benéficas para a saude
humana tais como, atividade antimicrobiana (Proestos et al., 2006; Martini et al., 2004),
antiviral (Shimura et al., 1999; Wang et al., 1998), anticarcinogénica (Linsalata and
Russo, 2008; Brownson et al., 2002; Depeint et al., 2002; Middleton et al., 2000; Wang et
al., 1998), anti-inflamatéria (Narayana et al., 2001; Kim et al., 1998), antialérgica
(Yamamura et al., 1998), vasodilatadora (Zenebe and Pechanova, 2002) e de inibi¢ao de
diversas enzimas (Vasquez-Martinez et al., 2007; Dangles e Dufour, 2006; Middleton et

al., 2000; Robert et al., 1990).

Os flavonoides podem atuar nas diferentes fases de desenvolvimento dos tumores
malignos porque protegem o ADN contra o dano oxidativo, inativando a carcinogénese,
inibindo a manifestacdo dos genes mutagénicos e as enzimas responsaveis pela ativacao
das substancias pro carcinogénicas, e ativando os sistemas responsaveis pela
desintoxica¢dao xenobiodtica (Bravo, 1998). Nos ultimos anos, os estudos das atividades
dos flavonodides foram muito associados com a inibi¢do de enzimas e a atividade
proliferativa. Muitos desses estudos mostraram uma relagdo estrutura-fungdo,

demostrando que as atividades antioxidante, antiproliferativa e inibitdria de enzimas sdo

15
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dependentes de determinadas caracteristicas estruturais (Kawaii et al., 1999; Casagrande

e Darbon, 2001; Manthey e Guthrie, 2002; Bagli et al., 2004; Mayr et al., 2005).

Muitos estudos epidemioldgicos mostraram que o consumo regular de flavonoides
esta associado com a redugdo do risco de doengas cardiovasculares (Middleton et al.,
2000). Na doenca coronaria, os efeitos protetores dos flavondides incluem principalmente
atividade antitrombotica, antiisquémica, antioxidante e vasorelaxante (Jendekova e
Kojsova, 2006). Foi sugerido que os flavondides diminuem o risco de doenga coronaria
por trés acdes principais: (A) melhoram a vasodilatacdo corondria, (B) diminuem a
capacidade das plaquetas coagularem, e (C) previnem as LDL de oxidarem (Benavente-

Garcia e J. Castillo, 2008).

Um crescente numero de estudos demonstrou a eficicia dos antioxidantes
polifenolicos das frutas e dos vegetais em reduzir ou bloquear a morte dos neurénios que
ocorre na fisiopatologia das doencas de Alzheimer e de Parkinson (Ramassamy, 2006). O
consumo de flavonoides também foi associado com o menor risco de doencga de
Alzheimer em fumadores (Engelhart et al., 2002). Num estudo epidemiolégico realizado
em 1367 pessoas com mais de 65 anos e com um consumo de flavondides controlado
durante 5 anos, concluiu-se que o consumo de flavonodides estava inversamente
relacionado com o risco de ocorréncia de deméncia (Commenges et al., 2000). Esta
conclusdo foi confirmada num estudo posterior com 1640 individuos sem deméncia com
mais de 65 anos e com alimentagdo controlada durante 10 anos. Além disso, foi concluido
que quanto com maior o consumo de flavonoides melhor ¢ a evolucdo cognitiva

(Letenneu et al., 2007).

16
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Um ntmero significativo de estudos mostrou os efeitos protetores de varios
flavondides contra o dano cerebral depois de uma isquemia cerebral (Gutierrez-Merino et

al., 2011).

Os flavonoides de varias classes sdo inibidores da monoamina oxidase A ou B,
funcionando assim como antidepressivos ou melhorando as condi¢des dos pacientes de
Parkinson. Os flavanois, as flavanonas e as antocianinas previnem 0S processos
inflamatorios que conduzem a lesdo do nervo. Os estudos in vivo mostraram que 0s
flavonoides podem ser absorvidos apos administracdo oral, passam a barreira hemato-

encefalica e tém varios efeitos no SNC (Jager e Saaby, 2011).

Ha evidéncias de que os flavondides tém efeito na cognicdo, memoria e
neurodegeneragdo. Embora muitos dos estudos nesse campo tenham sido realizados com
frutos ricos em flavondides, quer estes estudos quer os estudos com flavonoéides isolados
indicam que os flavonoides tém o potencial de proteger os neurdnios contra lesdes
induzidas por neurotoxinas e neuroinflamacdo, um potencial para ativar sinalizacdo
singptica e uma capacidade para melhorar o fluxo de sangue cerebral, tal como foi

recentemente revisto (Spencer, J. P. E., 2010; Jager e Saaby, 2011).

Jang et al. (1997) reportaram a capacidade do resveratrol inibir a carcinogénese
nos trés estagios (iniciacdo, promog¢do e progressdo). A aplicacdo topica de resveratrol
reduz em mais de 80% o numero de tumores por ratinho desencadeando um interesse

muito grande da comunidade cientifica por esta molécula.

O resveratrol pode diminuir o desenvolvimento dos tumores através de multiplos

mecanismos complementares. Ele inibe a atividade enzimatica de ambas as

17
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ciclooxigenases, o que implica uma reducdo no risco de desenvolver muitos cancros.
Outro mecanismo pelo qual o resveratrol pode combater a formacdo de tumores ¢ a
indugdo da paragem do ciclo celular e a apoptose. Os efeitos antiproliferativos e pro-
apoptdticos do resveratrol em linhas celulares tumorais in vivo t€m sido muito
documentados (Aggarwal et al., 2004). Estas observacdes sdo suportadas pela regulacio
das proteinas do ciclo celular (Schneider et al., 2001) e o aumento da apoptose (Garvin,

Ollinger, & Dabrosin, 2006) em modelos tumorais in vivo.

A eficacia do resveratrol no cancro do colon foi extensivamente estudada. Num
estudo, o tratamento das células CaCo-2 com 25uM de resveratrol causou uma inibi¢ao
de 70% no crescimento do tumor. A administracao oral de doses elevadas de resveratrol

em agua diminui a incidéncia de tumores em ratinhos (Athar et al., 2007).

Outros estudos em ratinhos, mostram que os suplementos de resveratrol atrasam o

desenvolvimento do tumor mamario e reduzem as metastases (Provincialli ef al., 2005).

Num estudo populacional conduzido em Italia, foi observada uma relagdo inversa
entre resveratrol consumido nas uvas e€ o cancro da mama, mas ndo do resveratrol

ingerido no vinho (La Vechia & Bosetti, 2006).

Estudos mostram que um copo de vinho tinto por dia pode reduzir em 50% o risco
de cancro da prostata, e que o efeito protetor parece ser mais forte contra as formas mais
agressivas da doenca. Também se verificou que os homens que consomem 4 ou mais
copos de vinho tinto por semana tém uma incidéncia 60% menor dos tipos mais
agressivos do cancro da prostata (http://www.cancer.gov/cancertopics/factsheet/red-wine-

and-cancer-prevention).

18
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Até ao presente, ndo existem evidéncias ou provas clinicas convincentes de que o
resveratrol possa ser usado numa tentativa de curar o cancro. Estdo a ser conduzidos
ensaios clinicos em fase I em pessoas saudaveis, primeiro para determinar a concentracao
de resveratrol e dos seus metabolitos no plasma, na urina e nas fezes dos participantes;
segundo, para correlacionar a dose com a concentragdo sistémica deste composto e dos
seus metabolitos nos participantes; e terceiro, para determinar a seguranca deste composto

(http://www.cancer.gov/clinicaltrials/ CCUM-2004-0535).

O resveratrol protege o sistema cardiovascular de uma forma multidimensional
(Hao & He, 2004). O ponto mais importante ¢ que o resveratrol, quando em
concentragdes muito baixas, inibe a morte celular por apoptose, proporcionando assim
protecdo conta varias doengas incluindo lesdo isquémica do miocardio, aterosclerose e

arritmias ventriculares.

O resveratrol modula o metabolismo dos lipidos e das lipoproteinas; e pode
suprimir os aumentos patologicos da peroxidagdo em macromoléculas como os lipidos.
Em 1982 mostrou-se que o resveratrol inibe a deposi¢do do colesterol e dos triglicerideos
no figado de ratos, e diminui a velocidade de sintese de triglicerideos hepaticos (Arichi et
al., 1982). Mais tarde, foi demostrado que o resveratrol inibe a peroxidagdo das
lipoproteinas de baixa densidade in vivo mais do que um extrato de vinho tinto (Frankel ef
al., 1993). O resveratrol foi detetado nas lipoproteinas de baixa densidade de humanos

apos o consumo de vinho tinto (Urpi-Sarda et al., 2005).

A agregacgdo das plaquetas ¢ uma das principais contribui¢des para o processo de
aterosclerose. O resveratrol impede a agregacdo das plaquetas in vitro (Bertelli et al.,

1995) e in vivo (Wang et al., 2002). Outras pesquisas mostraram que o resveratrol reduz a
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formacdo de placas aterosclerdticas e restaura a dilatacdo em coelhos alimentados com

uma dieta rica em colesterol (Wang et al., 2005).

O resveratrol também promove vasodilatagdo através de varios mecanismos,
principalmente através da estimulagio dos canais de K dependentes do Ca®" ¢ o aumento
de 6xido nitrico no endotélio, e, portanto, pode exercer atividade vaso-relaxante (Li et al.,
2000; Orallo ef al., 2002). Em porquinhos-da-india, a administragéo de resveratrol diluido
em agua durante 16 dias (~14 mg por kg de peso corporal) aumentou significativamente a
sua capacidade para eliminar os compostos oxidantes no musculo cardiaco (Floreani et

al., 2003).

Dados da literatura indicam que o resveratrol pode desempenhar uma funcdo na
prevencao da diabetes e das suas complicacdes (Harikumar & Aggarwal, 2008). Uma
experiéncia in vivo revelou que 50 mg/kg de resveratrol administrado a ratinhos
saudaveis, diminui as concentracdes de insulina no sangue em 30 minutos, sem alteragdes
concomitantes na glicémia. Estas descobertas sugerem a acdo do resveratrol na supressao

de insulina em ratinhos (Szkudelski, 2008).

Estudos recentes sugerem que o resveratrol pode ter um potencial antidiabético.
Apesar de até agora o estudo dos efeitos anti hiperglicémicos do resveratrol s6 terem sido
realizados em animais, os resultados sdo muito promissores. Um estudo mostrou que a
injecdo de resveratrol em ratinhos diabéticos resultou numa diminuicdo significante dos
niveis de glucose no sangue. Um outro estudo mostrou que a injecdo direta de resveratrol
nos cérebros de ratinhos diabéticos resultou na reducao dos niveis de insulina no sangue,
um efeito antidiabético. Em animais com hiperinsulinemia, o resveratrol diminui a

insulina no sangue. Além disso, muitos estudos indicam que em ratinhos diabéticos, o
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resveratrol ¢ capaz de diminuir a hiperglicemia. Apesar de os efeitos terem sido
mostrados em animais, o potencial antidiabético do resveratrol merece investigacdo
adicional e mais estudos para que o mesmo efeito possa ser demonstrado em humanos

(Das, Das, 2010).

O resveratrol exerce efeitos terapéuticos em doencas cerebrais degenerativas como
a doenca de Alzheimer, a doenca de Parkinson, a doenca de Huntington e o derrame

cerebral (Sun et al., 2010).

Concretamente, o resveratrol ¢ capaz de penetrar na barreira hematoencefilica e
exercer fortes efeitos neuroprotetores, mesmo em doses baixas. O resveratrol combate a
disfuncdo neurdnica causada pelas doencas de Alzheimer e Huntington, através da
sirtuina 1 (Parker et al., 2005). A preven¢do da doenca de Parkinson ¢ baseada no
mecanismo de scavenging realizado pelo resveratrol (Karlsson et al., 2000). A efic4cia do
resveratrol contra varios mecanismos foi recentemente confirmada, € o resveratrol
mostrou ser potencialmente util na protecdo do dano cerebral resultante da isquemia

cerebral (Dong et al., 2008).

Adicionalmente, o resveratrol aumenta o tempo de vida da S. cerevisiae,
Caenorhabditis elegans e Drosophila melanogaster, assim como de espécies de peixes de
curta duragdo através da ativacdo das vias da sirtuina (Howitz ef al., 2003; Valenzano et
al., 2006; Wood et al., 2004). Mais recentemente, Baur et al. (2006) mostraram que o
resveratrol altera a fisiologia de ratinhos de meia-idade com alimentagdo caldrica e
aumenta a sua sobrevivéncia. Especificamente, os estudos em ratinhos mostraram que os

animais obesos cuja alimenta¢do foi suplementada com resveratrol ndo s6 vivem mais
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tempo, mas também sdo mais ativos; tendo-se observado ainda uma reducdo dos niveis de

insulina, um aumento do nimero de mitocondrias € uma melhoria da fungao motora.

Um estudo recente destaca o papel do resveratrol na osteoartrite devido as suas
propriedades antioxidantes, anti-inflamatérias e anti apoptose. Foi demostrado que o
resveratrol tem a capacidade de inibir a apoptose induzida pelos condrocitos. Estudos in
vivo também mostraram que o resveratrol protege contra as alteracdes associadas com a

osteoartrite (Shen et al., 2012).

Dois estudos in vivo examinaram os efeitos do resveratrol administrado através de
inje¢des intra-articulares na osteoartrite. No primeiro estudo, Elmali et al. (2005)
relataram que 2 semanas de suplemento de resveratrol resultaram numa reducdo
significativa da destruicdo da cartilagem e na perda de proteoglicanas em coelhos. Mais
recentemente, Wang et al. (2011) investigaram os efeitos de 2 semanas de injecdes de
resveratrol sobre as alteragdes histologicas no interior da cartilagem, na apoptose de
condrocitos e na producdo de 6xido nitrico no fluido sinovial. Estes autores também
relataram a destrui¢do da cartilagem e a diminuicdo das proteoglicanas. Estes efeitos
protetores do resveratrol resultaram numa diminui¢do da artrite induzida por apoptose de
condrécitos e da quantidade de 6xido nitrico sinovial. E importante notar que a eficcia
do resveratrol nestes estudos foi observada com exposicdo direta de resveratrol para a
articulacdo e ndo com suplemento dietético. Nao estd claro se os mesmos beneficios

seriam fornecidos através de suplemento oral.
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1.5. Modificacdes sintéticas de compostos polifendlicos para
aumentarem a atividade biologica

A modificagdo das estruturas dos compostos polifenolicos, nomeadamente de
flavonoides e estilbenos, pode permitir a descoberta de novos compostos com

propriedades farmacologicas melhoradas.

A acilagdo enzimatica regiosselectiva da naringina e da rutina (figura 8) foi
realizada com diferentes acidos gordos mono e poli-insaturados usando lipase B de
Candida antarctica imobilizada (Novozym 435) em acetona a 50°C. Os rendimentos de
conversao da naringina e da rutina foram 85 e 70 %, respetivamente, usando acido oleico

como dador de acilo (Mellou et al., 2006).

local de acilagédo

\ OH
HO, HO,
o)
HO
0
HsC7~~0
HO OH
HO HO 0
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N

HO CHj

Figura 8. Acilacio enzimatica regiosselectiva da naringina e da rutina (Mellou et al., 2006)

Verificou-se que os ésteres de 4acidos gordos poli-insaturados obtidos sdo
normalmente moléculas altamente oxiddveis (e portanto, bons antioxidantes) com a
vantagem de apresentarem melhores caracteristicas de solubilidade que os compostos de
partida. Este trabalho também forneceu a primeira evidéncia de que, embora as moléculas

iniciais rutina e acidos gordos sejam inativas, os seus ésteres sdo capazes de diminuir a
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producdo de fator de crescimento vascular endotelial pelas células de leucemia humanas
K562, o que indica que os novos compostos podem possuir propriedades anti-tumurais e

antiogénicas (Mellou ef al., 2006).

Os derivados acilados do flavondide monossacarideo crisoeriol-7-O-B-D- (3""-E-
p-cumaroilo) -glucopirandsido assim como os do flavondide dissacarideo crisoeriol-7-
[6""-O-acetil-B-D-alosilo-(1—2)-B-D-glucopirandsido], foram sintetizados em solventes
organicos usando CALB imobilizada. A avaliagdo biologica dos derivados obtidos
mostrou que a introdu¢do de um grupo laurato nos flavonoides glicosilados (P1 e P2)

aumenta significantemente a sua atividade antioxidante in vitro (Mellou et al., 2005)

(figura 9).
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Figura 9. Esterificacio enzimatica crisoeriol-7-0O--D- (3" "-E-p-cumaroilo) (1), e crisoeriol-7- [6""-O-
acetil-p-D-alosilo- (1—2)-p-D-glucopiranésido] (2) (Mellou et al., 2005)
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Katsoura et al. (2006) verificaram que a acilagdo biocatalitica da rutina com varios
dadores de acilo afeta o seu potencial antioxidante para LDL isoladas. O aumento mais

significativo foi no 4°""-oleato de rutina.

A acilagdo de flavondides ¢ uma ferramenta 1til na modificagdo das propriedades
organoléticas dos alimentos. Apesar de os flavondides possuirem varios beneficios para a
saude, os alimentos que os contém sofrem muitas vezes de sabor amargo e adstringente.
Degenhardt et al. (2007) verificaram que certos padrdes de glicosilagdo e acilagdo podem
modular os fatores negativos do sabor em preparagdes alimentares, farmacéuticas e
cosméticas. Ghoul ef al. (2006) introduziram um processo para a preparacdo seletiva de
glicosil flavonoides acilados com melhoria da estabilidade e da solubilidade em vérias

preparacdes mantendo ou melhorando o seu efeito antioxidante.

Os 4cidos gordos insaturados livres representam um potencial risco porque sdo
altamente reativos e podem gerar radicais livres que causam danos indesejaveis nos
alimentos. A sintese enzimatica de ésteres de flavondides com acidos gordos insaturados
constitui uma solugdo 1util para a estabilizagdo destes acidos altamente oxidaveis

(Viskupicova et al., 2010; Mellou et al., 2006).

Viskupicova et al. (2010), prepararam novos derivados lipofilicos de rutina via
esterificacdo enzimdtica com diferentes acidos gordos saturados e insaturados. Os
resultados obtidos sugerem que a modificacdo seletiva da molécula de rutina mantém a
atividade antioxidante do flavonodide inicial. Além disso, a derivatizacdo lipofilica da
rutina aumenta efetivamente a hidrofobicidade e solubilidade em gorduras, aumentado

assim a eficiéncia dos ésteres preparados em meios lipofilicos. Os resultados indicam que
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os derivados de rutina sintetizados podem ser tteis na prote¢do contra a oxidagdo durante

0 armazenamento e processamento dos alimentos ricos em matéria gorda.

Salem et al. (2011), verificaram que a acilacdo enzimatica do 3-O-glucosideo da
iso-harmetina com etillaurato e etilbutirato aumenta a sua capacidade de inibir a xantina
oxidase e a sua atividade antiproliferativa em relagdo as células CaCo; no entanto diminui

a sua atividade para sequestrar radicais.

A preparacdo biocatalitica de ésteres alquilo de prunina, uma glucosil-flavona
derivada da naringina, foi realizada em meio organico usando duas enzimas imobilizadas:
a Novozym 435 e a Lipozime RM IM (figura 10). Os derivados modificados preservaram
a atividade antiradicalar do composto inicial e a sua solubilidade aumentou

significantemente no meio hidrofébico 1-octanol (Céliz, Daz, 2011).

Lipase
(o)
R)ko/z CHz HO 0
Prunina éster de vinilo Ester da Prunina

Figura 10. Sintese da 6""-O-acil prunina

Num estudo recente, foram sintetizados varios derivados de bergenina através da
alcodlise regiosselectiva do pentaacetato de bergenina e subsequente esterificagdo do
grupo fenolico livre com &cidos carboxilicos. Os derivados sintetizados apresentam

atividade de sequestro de radicais mais pronunciada que a bergenina e alguns deles
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possuem atividade antimicrobiana contra a Escherichia coli para a qual a bergenina ¢

inativa (Nazir et al., 2011).

Novos derivados de silibina acilados com 4cidos dicarboxilicos foram preparados
em varios solventes organicos usando CALB (figura 11). Os efeitos antiproliferativos dos
monoé¢steres de silibina, e a sua capacidade para modelar a secrecdo do fator de
crescimento endotelial vascular foi estimada usando células humanas e comparadas com
o composto inicial. Os ésteres sintetizados mantiveram a func¢do bioldgica da silibina e,
em alguns casos, foram mais eficazes, indicando que a biotransformag¢do pode gerar
compostos com atividades antitumorais e antiangiogénicas melhoradas (Theodosiou et

al., 2011).

o
OH 00C-R-COOH
OCH;, y OH
. 0

Novozym 435

+HOOC-R-COOH

OH OH

Figura 11. Acila¢io enzimatica da silibina com acidos dicarboxilicos (HOOC-R-COOH) catalisada
pela Novozym 435 em solventes orginicos

Szekeres et al. (2011), modificaram a molécula de resveratrol e sintetizaram um
nimero de compostos com diferentes efeitos bioquimicos. Os derivados poli-metoxilados
e poli-hidroxilados mostraram ser capazes de inibir o crescimento de células tumorais em
varias linhas celulares e a inflamac¢do (atividade das ciclooxigenases), em parte mais
eficientemente que o proprio resveratrol. O composto /ead, o hexahidroxiestilbeno, foi o
mais eficiente na inibicdo do crescimento de células tumorais e na atividade da

ciclooxigenase 2 e por isso foi estudado em ratinhos com melanomas. Com este estudo os
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autores concluiram que os derivados hidroxilados anilogos do resveratrol representam
uma classe nova de compostos anticancerigenos e sdo candidatos promissores para

estudos in vivo.

Ruan et al. (2011), sintetizaram e caraterizaram 23 derivados do resveratrol
contendem uma por¢do chalcona. Os compostos sintetizados apresentaram, em geral,
atividades antiproliferativas em relagdo as células HepG2, B16-F10 e A549 superiores ao
resveratrol e exibiram uma potente atividade inibitoria da polimerizagdo da tubulina. No
composto com maior atividade in vitro, foram realizados estudos de docking molecular
que mostraram que o esqueleto resveratrol e o sistema carbonilo a-f instaurado da
chalcona podem atuar sinergicamente no local de liga¢do colchicina-tubulina, levando a

atividade antiproliferativa e de antipolimerizagdo da tubulina.

Em 2012, Ruan et al., continuando os seus estudos no resveratrol, sintetizaram 34
derivados do resveratrol possuindo uma por¢do cumarina e avaliaram a sua atividade
antiproliferativa em relacdo as células HepG2, B16-F10 e A549 e inibicdo da
polimerizacao da tubulina. Todos os compostos apresentaram valores de ICsp melhores
que o resveratrol. No composto com maior atividade in vitro, foram realizados estudos de

docking molecular para determinar o modo de ligagdo colchicina-tubulina.

Recentemente, Lu et al. (2012) sintetizaram uma série de derivados do resveratrol
que exibem potentes atividade antioxidante e de inibicao da agregacdo da -amiloide. Dos
compostos sintetizados, 4 apresentaram valores de toxicidade inferiores ao resveratrol e o
composto que deu melhores resultados ¢ um potencial agente para o tratamento da doenga
de Alzheimer. Estudos de druggability deste composto estdo a ser realizados pelos

autores.

28



Biocatalise

2. Biocatalise

2.1. Biocatalise

As enzimas sdo proteinas com fung¢des cataliticas indispensaveis & manutengdo da
vida. Na Natureza, as enzimas promovem a interconversdo de um vasto numero de
espécies quimicas, gerando o material e a energia necessarios a sobrevivéncia e ao
crescimento das células. Assim, as enzimas atuam como catalisadores altamente seletivos,

de tal forma que conseguem catalisar reacdes especificas em substratos especificos.

Nos ultimos anos, a biocatdlise, que se pode definir como a utilizagdo de
catalisadores biologicos, células ou enzimas isoladas, para promover a transformacao de
moléculas, tem encontrado um campo de aplicacdo cada vez mais vasto. De facto, as
enzimas ocupam ja& uma posicdo Unica em quimica organica sintética por serem
catalisadores seletivos ¢ eficientes sob condigdes reacionais suaves (Bommarius ¢ Riebel

2004a; Hari e Krishna, 2002).

A biocatélise ¢ uma area cientifica interdisciplinar, que resulta da intersec¢do da
quimica, da biologia e da engenharia, com grande aplicacdo em sintese na industria
quimica, farmacéutica e agroquimica, na biorremediacdo e na medicina, ao nivel de

andlise e diagndstico (Bommarius e Riebel, 2004a).

A cada vez maior disponibilidade de enzimas, devido a tecnologias que permitem
a producdo de novas enzimas em grandes quantidades e, por outro lado, a perce¢ao de que

muitas enzimas sdo capazes de transformar um largo espectro de substratos ndo naturais
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levaram a um crescente interesse dos quimicos organicos pela utilizacdo de enzimas como

catalisadores de reacdes (Garcia-Junceda et al., 2004).

A Biocatalise ¢ uma das tecnologias mais verde para a sintese de moléculas
bioativas onde a presenga de varios grupos funcionais requer processos seletivos de
protecdo/desprote¢do. As técnicas eficazes para proteger grupos muitas vezes resultam
em passos quimicos adicionais. Neste ponto as enzimas podem ser muito valiosas porque
ajudam a evitar passos reacionais diversos, devido a seletividade que mostram para um

determinado grupo (Barbayianni; Kokofos, 2012).
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2.2. Classes de enzimas

As enzimas sdo classificadas pela Enzyme Comission of International Union of
Biochemistry and Molecular Biology (IUBMB) em seis grupos principais de acordo com
tipo de reacdo que catalisam. Cada classe principal ¢ dividida em subclasses e subgrupos.
As enzimas sdo classificadas individualmente com base na reagdo que catalisam, na
natureza do substrato, no tipo de grupo funcional transferido ou na natureza da ligacdo

envolvida (Bommarius e Riebel 2004a; Hari e Krishna, 2002, Boyce e Trpton, 2001).

As oxido-redutases catalisam reagdes de oxidagdo-redugdo, transferindo
hidrogénio, oxigénio e/ou eletrdes entre moléculas. A esta classe pertencem as
desidrogenases (enzimas que catalisam a transferéncia de hidrogénio), as oxigenases
(enzimas que catalisam a transferéncia de oxigénio a partir do oxigénio molecular), as
oxidases (enzimas que catalisam a transferéncia de oxigénio molecular) e as peroxidases

(enzimas que catalisam a transferéncia de eletroes para peroxidos).

Todas as oxido-redutases sdo dependentes de cofator, os quais fornecem ou
aceitam os equivalentes de oxida¢do ou reducdo. Os cofatores mais comuns sio
NADH/NAD', NADPH/NADP', FADH/FAD', ATP/ADP e PQQ. Uma vez que a
maioria dos cofatores tem um custo elevado, para usar estas enzimas num processo
industrial ¢ necessario um sistema eficiente de regeneracao do cofator. O uso de uma
segunda enzima que necessite do mesmo cofator ou a adi¢cdo de um segundo substrato sdo

estratégias eficientes.
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As transferases catalisam reagdes de transferéncia de um grupo quimico,

fosforilo, amino, acilo, glicosilo, de um composto (dador) para outro (aceitador).

Apesar de apresentarem elevada regio e estereosselectividade ndo sdo muito
usadas na industria porque ocorrem reagdes paralelas, os rendimentos sdo baixos e 0s
grupos transferidos para os substratos sd3o muito caros ou os seus produtos ndo sdo

facilmente reciclaveis.

As hidrolases catalisam a clivagem hidrolitica de ligagdes C-O, C-N, C-C, P-O
entre outras. Assim, as esterases catalisam as hidrdlises de ésteres, as proteases catalisam
a hidrolise de peptideos e as lipases catalisam a hidrélise de acil glicerdis. Uma grande
parte das enzimas comercialmente disponiveis pertence a esta classe. Posteriormente esta

classe de enzimas sera discutida em maior detalhe, especialmente as lipases.

As isomerases representam um pequeno numero de enzimas que catalisam
alteracdes estruturais e geométricas dentro da mesma molécula e tornam possivel usar
substratos baratos para obter produtos de elevado valor. Dependendo do tipo de
isomerismo temos as epimerases, cis-trans isomerases, tautomerases € mutases. A enzima
mais famosa deste grupo ¢ a glucose isomerase, usada industrialmente na produgdo de

frutose.
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As ligases catalisam a formacdo de ligagdes C-O, C-S, C-N e C-C entre duas
moléculas, sempre acompanhada de hidroélise de uma liga¢ao pirofosfato no ATP ou num

trifosfato semelhante. Estas enzimas ndo sdao usadas em biocatalise.
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2.2.1. Hidrolases:Lipases

As hidrolases catalisam a clivagem hidrolitica de ligagdes C-O, C-N, C-C, P-O
entre outras. As hidrolases sdo as enzimas mais comuns em processos industriais (Hari

Krishna, 2002).

As hidrolases ndo requerem cofatores, estdo facilmente disponiveis, sdo versateis e
estaveis, aceitam uma grande variedade de substratos ndo naturais e exibem elevada

quimio, regio e enantiosselectividade (Carrea e Riva, 2000).

As lipases encontram-se entre os biocatalisadores mais importantes da industria.
Entre elas, s3o as lipases microbianas que tém o maior uso. As lipases encontram uso
numa variedade de campos biotecnoldgicos tais como a industria farmacéutica, alimentar,
de detergentes e a agroquimica. As lipases podem ser classificadas em trés grupos
principais: lipases de mamiferos (lipase pancredtica suina), lipases de fungos (Candida
rugosa e familia Rhizomucor) e lipases bacterianas (Staphylococcus e familia
Pseudomonas) (Hidalgo e Bornscheuer, 2006). Mais de 50% das lipases descritas sdo
produzidas por levedura na forma de varias isoenzimas. As lipases (triacilglicerol acil-
hidrolases, EC 3.1.1.3) pertencem a classe das serina-hidrolases. Elas catalisam uma
grande gama de reagdes, incluindo hidrélises, inter-esterificacdo, alcodlise, acidolise,
esterificacdo e amindlise. Sob condi¢des naturais, catalisam a hidrolise de ligacdes éster
na interface hidrofébica-hidrofilica. Nesta interface, as lipases exibem um fenémeno

denominado ativacdo interfacial, que provoca um extraordinario aumento na atividade
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quando em contacto com uma superficie hidrofobica. O processo catalitico envolve uma
sériec de estados diferenciados: contacto com a interface, alteracdo conformacional,
penetragdo na interface, e finalmente a propria catilise. Sob certas condicdes
experimentais, tal como na auséncia de agua, sdo capazes de inverter a reacdo. A reacdo
inversa conduz a esterificacdo e formacao de glicerideos de 4cidos gordos e glicerol. Esta
atividade sintética das lipases estd a ser usada com sucesso na produgdo de ésteres de
flavonoides (Gotor-Fernandez et al., 2006; Hidalgo e Bornscheuer, 2006; Vakhlu e Kour,

20006).
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2.3. Mecanismo catalitico das serina-hidrolases

Embora as hidrolases evidenciem diferentes seletividades, a maioria sdo serina-
hidrolases, sendo o mecanismo catalitico das serina-proteases (como a subtilisina)
semelhante ao mecanismo catalitico das lipases. Apesar de a maioria das lipases
necessitarem de ativacdo interfacial para expor o centro ativo, a arquitetura da triade
catalitica ¢ semelhante. Esta triade catalitica, constituida por serina, histidina e aspartato
(ou glutamato), atua como um sistema de charge relay (Brady et al., 1990; Cais e Theil,

2002; Bommarius e Riebel, 2004b).

Assim, no primeiro passo, o carboxilato do residuo de acido aspartico estabelece
uma ponte de hidrogénio com a histidina e, por sua vez, o azoto da histidina liga-se ao
alcool da serina também por uma ponte de hidrogénio. O oxianido da serina, resultante
deste sistema de cedéncia de carga, ataca o carbono carbonilico do primeiro substrato,
R;COOR;, levando a formacao do intermediario tetraédrico, a acil-enzima e a libertacao

do primeiro produto, R,OH (figura 12).

No segundo passo, o grupo acilo ¢ transferido para o nucleodfilo, ou segundo
substrato, R3OH, para formar o segundo produto, R;COOR3, regenerando a enzima livre.
A estabilizag@o dos intermediarios oxianido por ligacdes de hidrogénio a grupos amina de
outros aminoacidos (oxyanion hole) ¢ crucial para a fungdo catalitica da enzima (Brady et

al., 1990; Muralidhar ef al., 2002; Bommarius e Riebel, 2004b).

Durante ambos os passos, qualquer quiralidade presente no dador de acilo ou no
nucleofilo pode ser reconhecida, determinando a estereo-selectividade da reacdo

enzimatica.
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Figura 12. Mecanismo catalitico das serina-hidrolases
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2.4. Seletividade das enzimas

A grande procura pelas industrias farmacéuticas no desenvolvimento de
compostos isomericamente puros tem estimulado fortemente o desenvolvimento da
biocatalise. De facto, as enzimas sdo extensamente reconhecidas como catalisadores
valiosos em sintese organica devido a sua capacidade de se adaptarem a um grande
numero de substratos ndo naturais. A natureza quiral das enzimas torna-as capazes de
catalisar sinteses estero- e regiosselectivas com extraordindria taxa de aceleragdo e,
consequentemente, elas tem sido progressivamente exploradas para transformagdes

assimétricas preparativas (Patel, 2006).

Além disso, o uso das enzimas como catalisadores mostrou ser muitas vezes a
solu¢do conveniente para certos problemas sintéticos. Deve notar-se também que as
enzimas sao catalisadores naturais ecologicamente vantajosos, uma vez que as suas fontes

sdo renovaveis e elas sdo biodegradaveis. Em muitos casos sdo baratas e reutilizaveis.

Uma importante caracteristica das enzimas ¢ a seletividade, ou seja a sua
capacidade de distinguir entre dois substratos diferentes. O valor da seletividade, entre
dois substratos A e B, ¢ expresso pela razdo das constantes de especificidade dos dois

substratos (Kca/Km)a / (Kea/Km)s. A seletividade para o substrato pode ser de trés tipos:

e Estereo-selectividade: as enzimas mostram seletividade entre dois estereoisomeros

de uma molécula de substrato quiral. Isto significa que um dos isomeros reage

mais rapidamente que o outro. Um bom exemplo ¢ a enzima D-aminoéacido
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oxidase que mostra uma elevada enatioselectividade para D-aminoacidos e nao

tem atividade para a oxidagdo de L-aminoacidos (Huh et al., 1992).

NH> NH
FAD FADH, H,0 NH;3
R COOH >
D D-aminoéacido R COOH R COOH
oxidase

oz
I
¥

R/L\COOH %’

Quimioselectividade: as enzimas distinguem entre substratos com grupos
quimicos diferentes. Por exemplo a CALB mostra uma seletividade 10° vezes

maior para alcoois do que para tidis em reacdes de transacilagdo (Hedfors et al.,

2010).

CALB

. —  » HS o Ri
n
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Regiosselectividade: as enzimas podem ser seletivas para um ou dois grupos

semelhantes na mesma molécula de substrato.

39



Biocatalise

A lipase B de Candida antarctica ¢ uma das lipases mais usadas devido a aceitar
um grande numero de substratos, a sua boa atividade catalitica e ao seu elevado grau de
regiosselectividade (Mellou et al., 2005, 2006; Ardhaoui et al., 2004a, 2004b, 2004c;

Gayot et al., 2003; Kontogianni et al., 2003, 2001, Gao et al., 2001).

Os compostos polifendlicos sdo substratos particularmente interessantes para

ilustrar a regiosselectividade das lipases.

A acilacdo enzimatica de dois flavonodides contendo a mesma aglicona, a
quercetina (1) e a isoquercetina (2) com acetato de vinilo e CALB ou PS, em acetona a
50°C (figura 13) foi estudada. Usou-se um grande excesso de acetato de vinilo, razio
molar flavondide /acetato de vinilo, 1: 40. Nestas condigdes, a PS foi a unica lipase ativa
na transesterificagdo da quercetina ndo glicosilada e catalisou a acetilagdo sucessiva nas
posicdes 4°, 3" e 7', obtendo-se uma mistura de 4’-acetato, 3',4'-diacetato e 7,3",4’-
triacetato. A auséncia de acilagdo no 3-OH e no 5-OH foi atribuida ao envolvimento

destes grupos em ligacdes de hidrogénio intramoleculares com o oxigénio carbonilico.

Na rea¢do com isoquercetina, a PS catalisou preferencialmente a acilacdo do
grupo hidroxilo primario 6"'-OH, produzindo uma mistura de 6 ’-acetato e 4°,6" -
diacetato. Por sua vez, a CALB catalisou apenas a acilagdo de grupos OH do acgucar da
isoquercetina. Uma vez acilado 0 6""-OH, 0 3""-OH e 0 2"'-OH podem ser adicionalmente
esterificados para produzir uma mistura 3", 6''-diacetato e 2'°,3"",6" -triacetato de

isoquercitrina (Chebil ef al., 2007).
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OH OR,

OH OR,

HO R0
lipase PS

Y

AcOCH=CH,
OH OH

OH o OH o

Quercetina (1) (la) Ry = Ac 4’-acetato de quercetina
(Ib) R; =R, =Ac 3,4’-diacetato de quercetina
(Ic) R; =R, =R3=Ac 7,3,4"-triacetato de quercetina

HO

OH
OH

PS
HO,

AcOCH=CH,

O‘ (2a) Ry = Ac 6""-acetato de isoquercetina
(2b) R|=R, = Ac 4',6""-diacetato de isoquercetina
CALB
OH OH
AcOCH=CH,

HO

OH ¢}

Isoquercetina (2)

(2¢) Ry = Ac 6""-acetato de isoquercetina
(2d) R;=R, = Ac 3",6""-diacetato de isoquercetina
(2e) R; =R, =R3=Ac 2"",3"",6" -triacetato de isoquercetina

Figura 13. Acilagdo enzimatica da quercetina (1) e da isoquercetina (2) catalisada pela PS e pela
CALB em acetonitrilo, acetona e alcool zert amilico usando acetato de vinilo como dador de acilo
(Chebil et al., 2007)

Este estudo permite observar a elevada regiosselectividade destas enzimas,
permitindo o isolamento de derivados acilados que seriam dificeis de obter por meios

convencionais.
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A esterificagdo enzimatica da rutina e da naringina catalisada pela CALB usando
alguns éacidos gordos — oleico, linoleico e Y-linoleico — como dadores de acilo (Mellou et
al., 2006), assim como a transesterificagdo da silibina com acetato de vinilo em acetona a
50°C (Gazak et al., 2010) foram estudadas. Em todos os casos, as reagdes ocorreram com
total regiosselectividade. A lipase direcionou a acilagdo na dire¢do do tUnico grupo
hidroxilo primério presente na naringina e na silibina (figura 14). Além disso, a

rrr

esterificacdo da rutina ocorreu exclusivamente na 4°'-OH secundario da unidade

rhamnose exterior.

OH

50°C
R OH H3C

OH OH
o} o}
HO o o W “‘\
N o
HO h . )k LALB acetona
HO o}
R = cis-(CH,);-CH=CH-(CH,),-CH;

R = cis, cis-(CH,),-(CH=CH-CH,),-(CH,);-CHj
R = cis, cis, cis-(CH,),-(CH=CH-CH,),~(CH,);-CH,

WCHaR
HO o~ jO:OCHs

O _CHR
HO, 0 ocH ALE (1a) R = H, silibina A
o 0 ’ p ini (2a) R =Ac
_— >

acetona/acetato de vinilo
35°C
OH OH o CHZR

OH (0]

s OCH
(1)R = H, silibina HO 0 ‘\\\\\ 5
(2) R =Ac, 23-O-acetato de silibina
OH
OH (e}

(1b) R = H, silibina B
(2b) R =Ac

Figura 14. Acilacio regiosselectiva da naringina e da silibina catalisada pela CALB: * foi usada uma
mistura de silibina A e silibina B (Mellou et al., 2006 e de Gazak et al., 2010)
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2.5. Biocatalise em meio orginico

Os estudos pioneiros de Klibanov mostraram que as lipases tém atividade
catalitica em meios organicos ndo naturais, apresentando elevada estabilidade e diferentes
seletividades, dando oportunidade a grande aplicagdo destas enzimas, ndo apenas em
reacdes de hidrolise de ésteres mas, a maioria delas, na reacdo inversa da sintese de
¢steres mudando o nucledfilo da adgua para um élcool conveniente. Além disso, as
enzimas sdo insoluveis em meios organicos, sao facilmente removidas por filtracdo e no

final do processo podem ser reutilizadas (Cruz Silva et al., 2011).

Um dos inconvenientes mais sé€rios do uso das enzimas na sintese organica ¢ a
baixa solubilidade de alguns dos compostos organicos com mais de quatro atomos de
carbono quando o processo ¢ realizado na auséncia de dgua. A agua € um solvente pobre
para praticamente todas as aplicacdes da quimica industrial uma vez que muitos
compostos organicos sdo muitas vezes instaveis em solucdo aquosa. Além disso, a
remocdo de 4dgua ¢ uma tarefa mais laboriosa e dispendiosa do que quando solventes
organicos sdo usados devido ao menor ponto de ebulicdo destes. O uso de solventes
organicos apresenta varias vantagens, tais como: (a) a facil recuperagdo do substrato e do
produto com elevado rendimento, (b) a possibilidade de usar substratos nao polares, (c) o
evitar de reacdes secundarias, (d) a alteragdo do equilibrio termodindmico que favorece a

sintese ¢ ndo a hidroélise (Carrea et al., 2000).
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A biocatalise em meio ndo aquoso foi muito usada na resolucdo de alcoois, acidos
ou lactonas através de reagdes de transesterificagdo enzimatica usando lipases. Além
disso, outros processos tal como a acilacdo enzimdtica de aminas ou amoénia, mostraram
ser de grande utilidade para a resolucdo de aminas e preparagdo de amidas quirais. O
mecanismo destes processos ¢ conhecido como mecanismo das serina-hidrolases, ¢
comum para a sintese de ésteres, e também para processos enzimaticos de
transesterificagdo, aminolise, amonolise, hidrazindlise e também perhidrélises de ésteres,
nas quais o nucledfilo natural agua € substituido por um alcool, amina, amoénia, hidrazina

ou hidroperodxido (figura 15) (Gotor-Fernandez, 2006).
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)

Y=o e

OR2 H.O RZNHZ ’N‘HZ
o a2 Amondlise
Transesterificacao
o o)
R1LOOH F<1J\NHR2
Perhidroélise Aminolise

Figura 15. Biotransformacdes de um éster em solventes organicos (Gotor-Fernandez, 2006)
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Uma das primeiras transformacdes biocataliticas foi a acilagdo enzimatica
regiosselectiva. Uma vez que muitos produtos naturais sdo entidades poli-hidroxiladas,
eles sdo compostos interessantes para transformacdes deste tipo. Tém sido descritos
muitos exemplos de derivados acilados com atividades bioldgicas, estabilidade e
biodisponibilidade melhoradas. Duas classes diferentes de enzimas — hidrolases e
aciltransfererases — t€ém sido as mais usadas para levar a cabo reagdes de acilacdo.
Embora a funcdo natural das hidrolases seja catalisar a hidrélise de uma variedade de
substratos, a maioria delas, especialmente as lipases (triacilglicerol hidrolases), também
podem operar em solventes organicos catalisando processos de esterificagdo,
transesterificagdo e aminolise. Estas propriedades, juntamente com a sua ampla
especificidade para substrato, disponibilidade e a ndo necessidade de cofactor, tém sido
responsaveis pela aplicabilidade das hidrolases e s3o atrativas de um ponto de vista

pratico e econdmico.

Os avangos na biocatalise e biossintese combinatdria estimularam o interesse
renovado na reacdo de acilacdo enzimatica como uma ferramenta poderosa na otimizacao

de potenciais farmacos de fontes naturais.

Atualmente a esterificacdo de flavonodides catalisada por enzimas em meio
organico ¢ uma técnica bem dominada para a sintese de flavonoides seletivamente
modificados. Os resultados neste campo sugerem que um elevado grau de conversdo para
os esteres desejados pode ser alcancado quando sdo aplicadas as condigdes Otimas de
reacdo. Os fatores chave, que influenciam a regiosselectividade e o rendimento da
acilacdo enzimatica de flavonodides, incluem o tipo e a concentracdo da enzima, a

estrutura e a concentragao dos substratos (dador de acilo, aceitador de acilo ¢ a sua razao),
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a natureza do meio reacional, a quantidade de 4gua no meio, a temperatura de reagdo e a

natureza da reacdo como revisto em Chebil ez al., (2006 e 2007).

Foram investigadas duas reagdes para a acilacdo enzimatica de flavondides:

esterificacdo direta e transesterificacdo (figura 16).

+H,0 (2

Figura 16. Acilaciio enzimatica de glucosil- flavonéides na presenca de um acido carboxilico ou de um
éster vinilico como dadores de acilo(a) esterificacio, (b) transesterificacao (Chebil et al., 2006)

Em solventes orgénicos, as lipases também sdo capazes de catalisar a alcodlise,
um processo de transesterificacdo reversivel, onde um éster RCOOR™ reage com um
alcool R""OH com formacao de outro éster R"COOR"" e produg¢do de alcool R'OH (figura

17).

lipase

+ RolH = + |-|
R @ solvente organico R

OR"”

Figura 17. Alcodlise catalisada por lipase num solvente organico
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O processo enzimatico de alcoolise pode ser visto como um procedimento de
desacilacdo. De facto a esterificagdo mostrada na figura 17 pode ser interpretada como
uma reagdo que permite a libertagdo de um dalcool R'OH do éster correspondente
RCOOR’ pela agdo de outro alcool R""OH que atua como nucleéfilo. Esta reagdo pode
ser vantajosamente usada em sintese orginica uma vez que substratos ndo polares, tais
como os ésteres, sao soluveis em solventes organicos e nestes meios ndo convencionais as

lipases ainda exibem atividade (Santaniello et al., 2006).

47



Biocatalise

48



CAPITULO 2

OBJETIVOS DA TESE






Objetivos da tese

2. Objetivos da tese

A modificacdo seletiva de um grupo alcool num composto poli-hidroxilado ¢ uma
questdo importante para os quimicos orgdnicos ja que geralmente ¢ muito demorada e
requer passos de protecdo e de desprote¢do que aumentam os custos e os subprodutos
reduzindo os rendimentos finais. Neste sentido, as transformagdes biocataliticas tomaram
lugar na acilagdo regiosselectiva de compostos polifuncionalizados maximizando a
eficiéncia desses processos. Além disso, em muitos casos, os derivados acilados obtidos
apresentam propriedades biologicas ou de disponibilidade superiores as dos substratos

Iniciais.

As lipases, devido a sua estabilidade, seletividade e atividade catalitica em
condi¢des suaves permitem a transformac¢do de um grande numero de compostos poli-

hidroxilados.

O objetivo deste trabalho ¢ a semi-sintese de novos derivados flavonoides
bioactivos. Assim, procede-se ao estudo de reacdes de acilagdo e desacilagdo

regiosselectivas recorrendo a lipases como catalisadores.

Pretende-se obter novos derivados flavonodides através da modificagdo
biocatalitica de flavonoides abundantes na Natureza. A estrutura do substrato flavondide e

do agente acilante, a enzima e o meio reacional sdo varidveis a ter em consideracao.

Ap6s isolamento dos novos derivados por coluna cromatografica, a sua elucidagao
estrutural ¢ feita por RMN unidimensional, concretamente, RMN 'H, RMN "C ¢ DEPT

90 e 135.
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3. Resultados e discussao

Os substratos usados, concretamente, crisina, resveratrol, naringenina e naringina
sdo compostos polifendlicos com atividades biologicas relevantes. No entanto a sua
aplicagdo comercial esta limitada devido a baixa solubilidade em meios lipofilicos e a
baixa disponibilidade no organismo. Sendo compostos poli-hidroxilados, a sua acilagdo
por métodos quimicos € um processo demorado com condi¢des drasticas e com um baixo
graus de regiosselectividade. As lipases foram reconhecidas como agentes uteis devido a

sua elevada regiosselectividade e ao uso de condi¢des de reagao suaves.

3.1. Rastreio de solventes e enzimas

Neste trabalho foram testadas 3 enzimas. Concretamente a lipase de Candida
rugosa, a lipase B de Candida antarctica imobilizada em resina acrilica (Novozym 435) e

a lipase de Pseudomonas cepacia.

As performances das lipases comerciais foram avaliadas na esterificacdo dos
substratos polifenolicos usando acetato de vinilo, butirato de vinilo e decanoato de vinilo

como dadores de acilo e varios solventes.

O controlo por CCF permitiu a identificagdo, para cada substrato, da(s) lipases(s)
capazes de promover a acilacdo de cada um dos substratos, concretamente resveratrol,
naringenina, naringina e crisina. Todos os substratos foram aceites com excecdo da

crisina.
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As performances das lipases foram avaliadas na alcodlise da naringenina e do
resveratrol per-acilados na presenga de butanol ou octanol e de varios solventes. O
controlo por CCF permitiu a identifica¢do, para cada substrato, da(s) lipases(s) capazes de

promover a desacilagao.

A escolha do solvente ¢ um fator determinante para a ocorréncia da reagdo. Para

cada um dos substratos foi identificado o melhor solvente para a reagao.

3.2. Acilacoes enzimaticas regiosselectivas

Para cada substrato, foram selecionadas as melhores condi¢des de reacdo, de
acordo com a andlise qualitativa por CCF, e efetuaram-se reagdes em maior escala,
permitindo o isolamento do éster correspondente com bons rendimentos. A identificagao
dos produtos obtidos foi facilmente feita por analise de RMN 'H, nomeadamente através
do desvio quimico dos sinais devidos ao protdo ligado ao carbono ao qual se liga o
hidroxilo acilado, analise RMN °C e DEPT 90 e 135. De salientar que os sinais na zona
dos 2 ppm, dos 3 ppm e dos 8 ppm nos espectros RMN 'H sio relativos ao
dimetilsulféxido em cloroférmio deuterado, a 4gua em dimetilsulféxido deuterado e ao
cloroformio em dimetilsulfoxido deuterado respetivamente. Do mesmo modo, os sinais na
zona dos 38 ppm e 77 ppm nos espectros RMN "°C sdo relativos ao dimetilsulfoxido em

cloroférmio deuterado e ao cloroformio em dimetilsulféxido deuterado.
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3.2.1. Acila¢io enzimatica da crisina

A crisina, ou 5,7-dihidroxiflavona, estd extensivamente distribuida nas plantas e
foi descrita como tendo diversas atividades biologicas, incluindo atividade antioxidante,

antibacteriana, anticancerigena, anti-inflamatoria, antialérgica e ansiolitica.

Este substrato tem dois grupos hidroxilos em posi¢do orto e para, estando o grupo

hidroxilo em posi¢ao orto mais disponivel para sofrer acilagao.

Figura 18. Estrutura da crisina

Para este substrato foi realizado um screening de enzimas e solventes usando

acetato de vinilo como dador de acilo.

Acetona | Acetonitrilo | Etilmetilcetona | Tolueno

CALB - - - -

PS - - - -

Tabela 1. Otimizac¢ao das condicdes de reacio para a acilacio enzimatica
da crisina usando acetato de vinilo como dador de acilo
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Como ilustra a tabela a crisina ndo foi aceite como substrato por nenhuma das

enzimas testadas.

E conhecido que o grupo 5-OH estabelece uma ligagdo de hidrogénio ao grupo
carbonilo do anel B, ndo sendo de esperar que seja convertido em éster pela enzima.
Porém, o grupo 7-OH estaria em condi¢des de ser aceite como substrato nucleofilo pela
acil enzima, o que estaria de acordo com outros estudos de acilacio enzimdtica de

flavonoides (Shin et al., 1999).

3.2.2. Acilag¢do enzimatica da naringenina

A naringenina ou 4’,5,7-trihidroxiflavanona ¢ um flavonoide encontrado nos
sumos de toranja. Tem sido relatada por ter varios efeitos bioldgicos na saude humana,
tais como, atividade antioxidante, anticancerigena, anti-inflamatoria e potenciadora da

memoria.

Este substrato, ¢ semelhante a crisina, tendo um grupo hidroxilo adicional no anel
C e o carbono 2 ¢ sp’ ao contrario do mesmo carbono na crisina, que esta ligado ao C-3
por uma dupla ligacdo. Assim, a naringenina ¢ uma molécula mais polar e mais flexivel.
Possui trés grupos hidroxilo. Os grupos hidroxilo nas posi¢des 7 e 4” encontram-se mais

desimpedidos do que o na posicdo 5, e sdo 0s mais suscetiveis de sofrer acilagao.
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OH )

Figura 19. Estrutura da naringenina

Assim, iniciou-se o estudo deste substrato com um screening de enzimas e

solventes usando acetato de vinilo como dador de acilo.

Acetona | Acetonitrilo THF Etilmetilcetona | Acetato de Etilo

CALB nd - - - -

PS - - + - -

Tabela 2. Otimizac¢ao das condicdes de reacio para a acilacio enzimatica
da naringenina usando acetato de vinilo como dador de acilo

Observando a tabela anterior € possivel concluir que a naringenina foi aceite como
substrato pela lipase PS. O solvente ¢ um fator determinante para a ocorréncia de reacao.

De fato, apenas em THF a reagdo tem lugar.
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De seguida, efetuou-se a reagdo em maior escala usando TFH como solvente na
presenga de lipase PS a 50°C e 200 rpm. A reacdo revelou-se muito lenta e ndo foi

possivel isolar qualquer produto.

A acilagdo enzimatica da naringenina foi estudada por Chebil et al. (2007). O
procedimento descrito foi reproduzido. Efetuou-se uma reagdo em maior escala usando
acetonitrilo como solvente na presenca de lipase PS a 50° C e 200 rpm. Todavia ndo se

observou reagao.

Mais recentemente, Kyriakou et al. (2012) descreveram a acilagdo enzimatica da
naringenina. Assim, seguindo o procedimento destes autores, efetuou-se uma reacdo em
maior escala usando acetona como solvente na presenga de uma quantidade muito elevada

de CALB a 50°C e 200 rpm.
Isolou-se um unico produto com rendimento de 53,2%.

Para confirmagdo estrutural do produto de reagdo, procedeu-se a purificacdo do
mesmo através de cromatografia em coluna e a andlise por RMN unidimensional,

juntamente com o substrato de partida, a naringenina, para efeitos de comparagao.

O espectro de RMN 'H da naringenina (figura 20) forneceu sinais caracteristicos
do nucleo flavonoide, como oy 11,94 ppm, atribuido ao hidrogénio do grupo hidroxilo do
carbono C-5, envolvido numa ligagcdo de hidrogénio intramolecular com o carbonilo da
posicao C-4, dy 10,45 ppm, atribuido ao hidrogénio do grupo hidroxilo do carbono C-7 e

o 9,30 ppm, referente ao hidroxilo presente em C-4°. Também se observaram dois
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dubletos centrados a 6y 7,11 ppm (2H, d, J=8,57 Hz, H-2"e H-6") e du 6,62 ppm (2H, d,
J=8,72 Hz, H3’e H-5"), a regido de deslocamento quimico de hidrogénios aromaticos
presentes no anel C. O singuleto a 6y 5,71 ppm ¢ referente aos hidrogénios da posi¢do H-
6 ¢ H-8 do anel A. Os sinais observados a oy 5,23 ppm (1H, dd, J=2,90 Hz, H-2), &y 3,05
ppm (1H, m, H-34ans) € O 2,54 ppm (1H, m, H-3.) estdo relacionados com anel B do

nucleo flavanona.
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Figura 20. Espectro de RMN 'H da naringenina

O espectro de RMN "°C da naringenina (figura 21) forneceu os desvios dos 15

carbonos da estrutura da naringenina, 40,67 ppm (C-3); 77,10 ppm (C-2); 93,71 ppm (C-
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8); 94,62 ppm (C-6); 100,56 ppm (C-10); 114,04 ppm (C-3’e C-5); 126,96 ppm (C-2'e
C-6); 127,69 ppm (C-17); 156,89 ppm (C-4"); 162,02 ppm (C-9); 162,67 ppm (C-5);

165,96 ppm (C-7) e 195,27 ppm (C-4).

A caraterizagdo de cada carbono foi auxiliada pela andlise do espectro DEPT
90/135 (figura 22). Assim, ¢ possivel concluir que dos 15 carbonos da naringenina, 7 sdo

quaternarios, 1 ¢ CH, e 7 sao CH.

~ ISR aw x ©
(] S ) R=l=N = ) o — 0o
v waial 8 ~ 8 < o oy XL =S
= © oo N ISR — S < NS
= == = - = = = 3K N N NS
YA N N/ N
|
it
| | m
| [ | | | !
LA ] |‘ l L.l
T T T T T T T T T T T T T T T T
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40

f1 (ppm)

Figura 21. Espectro de RMN "C da naringenina
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Na analise do espectro de RMN 'H do produto da reagio de acilagdo enzimatica

da naringenina (figura 23), observou-se o desaparecimento do sinal a oy 9,30 ppm assim

como o aparecimento do sinal caracteristico do grupo metilico a oy 2,12 ppm.
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Figura 23. Espectro de RMN 'H do produto da acilaciio enzimitica da naringenina

Observando o espectro de RMN °C do produto de reagdo de acilagio enzimatica
da naringenina (figura 24), verificou-se o aparecimento de dois sinais com desvios
quimicos de 19,11 ppm e de 168,05 ppm, referentes ao carbono metilico e carbonilo do
grupo acetato. Além disso, verificou-se que os sinais atribuidos a C-1", a C-3",a C-4’e a
C-5'sofreram alteragdes. No entanto, ndo foram observadas altera¢des significativas nos

deslocamentos das posi¢des do C-2°, C-6', C-2, C-3, C-4, C-5, C-6, C-7, C-8, C-9 e C-10.
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Figura 24. Espectro de RMN "C do produto da acilacio enzimatica da naringenina

A andlise dos espectros de DEPT 90 e 135 do produto de acilagdo enzimatica da
naringenina (figuras 25 e 26), permitiu concluir que o sinal a 194,78 ppm corresponde a

um carbono quaternario e o sinal a 19,11 ppm a um grupo CH; que estd ausente na

naringenina.
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Figura 25. Espectro DEPT 90 do produto da acilaciio enzimética da naringenina
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Figura 26. Espectro DEPT 135 do produto da acilacio enzimatica da naringenina

No espectro de IV do produto de acilacdo enzimdtica da naringenina (figura 27)
foi possivel observar uma banda a 838,883 cm™ (bandal2) referente as flexdes das
ligagdes C-H para fora do plano no anel aromatico. Observou-se também, uma banda a
1224,58 cm™ (banda 8) correspondente a elongagdo C-O dos 4lcoois ¢ uma banda a
1629,55 cm” (banda 5) que corresponde a elongagio C=C dos alcenos. Por fim,

confirmando a formacio do éster, observou-se uma banda C=0 a 1752,98 cm™ (banda 4).
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Figura 27. Espectro de infra-vermelho do produto de acila¢io enzimatica da naringenina
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Os dados fornecidos pelos espectros de RMN de 'H, de "°C e DEPT 90 e 135
sugerem a presen¢a de uma ligacdo éster na posicdo C-4’, elucidando a posicdo de

acilacdo.

Os dados de IV confirmam a presenca do éster.

Uma vez esclarecida a estrutura do produto da reagdo, a representagdo

esquematica da reagdo (figura 28) pode ser apresentada.

OH OAc

HO HO

W W

Novozym 435

acetato de vinilo
53,2%

HO 0 HO o)
4.1 4.2

Figura 28. Representacio esquematica da acilacio enzimatica da naringenina com Novozym 435 e
acetato de vinilo
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3.2.3. Acilacio enzimatica da naringina

A naringina ou 7-rthamnoglucoside de naringenina, ¢ uma flavanona natural
isolada principalmente de frutas citricas, como Citrus paradisi e casca de Citrus
aurantium. Este composto ¢ utilizado industrialmente em perfumes, bebidas, adocantes,
estabilizantes e 6leos vegetais em produtos de panificagdo, principalmente devido as suas
propriedades antioxidantes. A naringina mostrou atividade anti-inflamatoria, antioxidante,
antimicrobiana, antitlcera, antiviral, anticarcinogénica e hipolipemiante. A naringina
pode também proteger as células musculares lisas vasculares, aumentando a forca e a

resisténcia dos vasos sanguineos, o que reduz os efeitos aterogénicos.

Este substrato tem varios grupos hidroxilo (fendlicos, primarios e secundarios)

que podem sofrer acilagao.

Uma vez que a acilacdo da posicdo 4’-OH da naringenina apenas foi possivel
mediante a utilizagdo de uma quantidade muito elevada de biocatalisador, ndo ¢ de
esperar que esta posi¢do sofra acilacdo em condigdes reacionais normais. De fato, os
grupos hidroxilo secundarios do agucar e sobretudo o grupo hidroxilo primario podem ter
um acesso mais facilitado ao local ativo da enzima, uma vez que esta por¢ao da molécula

¢ mais flexivel.
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Figura 29. Estrutura da naringina

Dada a elevada polaridade da molécula ndo foram testados solventes hidrofobicos.

Por outro lado, os dados da literatura referem que a lipase PS ndo aceita substratos
glicosilados, ao contrario do que acontece com a Novozym 435. Assim, para este

substrato, foi selecionada Novozym 435 como catalisador e a acetona como solvente.

Efetuou-se a reagdo em maior escala usando acetona como solvente e acetato de

vinilo como agente acilante na presenga de CALB a 50°C e 200 rpm.
Isolou-se um tnico produto com rendimento de 94,12 %.

Para confirmagdo estrutural do produto de reagdo de acilagdo da naringina com
CALB e acetato de vinilo, procedeu-se a purificagdo do mesmo através de cromatografia
em coluna e a andlise por RMN unidimensional, juntamente com o substrato de partida, a

naringina, para efeitos de comparagao.

O espectro de RMN 'H da naringina (figura 30) forneceu sinais caracteristicos do
nicleo flavonodide, como 6y 11,88 ppm, atribuido ao hidrogénio do grupo hidroxilo do
carbono C-5, envolvido numa ligagcdo de hidrogénio intramolecular com o carbonilo da

posicdo C-4, e oy 9,33 ppm, referente ao hidroxilo presente em C-4’. Também se
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observaram dois dubletos centrados a oy 7,14 ppm (2H, d, J=8,65 Hz, H-2'¢ H-6") ¢ oy

6,64 ppm (2H, d, J=8,65 Hz, H3’e H-5"), a regido de deslocamento quimico de

hidrogénios aromaticos presentes no anel C. O duplo dubleto centrado a dy 5,93 com J=

4,30 Hz ¢ referente aos hidrogénios da posicdo H-6 e H-8 do anel A. O tripleto observado

a oy 4,91 ppm, J=7,32 Hz e 5,38 Hz refere-se ao H-6"". O dubleto a 1,04 ppm, J=5,46 Hz

¢ caracteristico do grupo metilico presente na posicao 6”".

+

* 7.16
_6.65
~6.62
5.96
5.95
5.93
5.93

/
k¥

11.88
9.33
8.03
5.96
5.95
5.93
593

32 2.8 2.4 2.0 1.6 1.2

1716
73
_6.65
N6.62

!
Y

5
4,
4.
4,
4
4
4.
4,
4,
4
E
2
2
2
2
2
2
2
2
2
- 1.04
.02

45 40 35 30 25 20 15 1.0

Figura 30. Espectro RMN 'H da naringina

O espectro de RMN °C da naringina (figura 31) forneceu os desvios dos 27

carbonos da estrutura da naringina, 16,22 ppm (CH3-C-6""); 40,77 ppm (C-3); 59,06 ppm
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C-6""); 66,76 ppm (C-5"""); 68,20 (C-3"""); 68,94 ppm (C-2"""); 69,20 ppm (C-4""); 70,59
ppm (C-4""); 74,52 ppm (C-2""), 75,59 ppm (C-5""); 75,92 ppm (C-3""); 77,00 ppm (C-2);
93,91 ppm (C-8); 95,13 ppm (C-6); 96,44 ppm (C-1"""); 99,04 ppm (C-1""); 102,12 ppm
(C-10); 114,07 ppm (C-3’e C-5"); 127,11 ppm (C-6"); 127,24 ppm (C-2"); 127,46 ppm
(C-17); 157,00 ppm (C-4"); 161,86 ppm (C-9); 162,26 ppm (C-5); 164,10 ppm (C-7);

196,17 ppm (C-4).

A caraterizag¢do de cada carbono foi auxiliada pela andlise dos espectros DEPT 90
e 135 (figuras 32 e 33). Assim, foi possivel concluir que dos 27 carbonos da naringina, 7

sdo quaternarios, 17 sdo CH, 2 sd3o CH; e 1 ¢ CHs.

ooooooooo

© - o~ ~
A= (=3 — = <+ 0 —
5RE E s iz ZRE8a2 28358
[aRaa) = = & &g EERLRE  RgEEE
I /0N S\ YA
|
[l
| |
U l WO RN ) e b
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
126 122 118 114 110 106 102 98 96 94 92 90 88 86 84 82 80 78 76 74 72 70 68 6
fl (ppm)
= 2888 $3= g Tl XTOANIUNROTOOY CEOA—mnG Q= o
< Yoz s oo = 2T XL N ARARS X nhaS oY Ao N.
2 =284 jajagal = SRLER RRRELLIRSELEED SR222GEGA A
\ ~- NSNS TS SN T |
|
i
| | ‘ m M‘ | ‘
Yo A bbb LI ! A 1
f
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20

f1 (ppm)

Figura 31. Espectro RMN “C da naringina
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Figura 33. Espectro DEPT 135 da naringina

Na analise do espectro de RMN 'H do produto da reagio de acilagio enzimatica

da naringina (figura 34), observaram-se alteracdes nos sinais dos hidrogénios da porcao

acucar.
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Figura 34. Espectro RMN 'H do produto da acilagio enzimatica da naringina com acetato de vinilo

Observando o espectro RMN °C do produto da acilagio enzimatica da naringina
(figura 35) verificou-se o aparecimento dos sinais com desvios quimicos 18,20 ppm e
18,56 ppm, referentes a carbonos metilicos e a 168,44 ppm e 168,66 ppm referentes a
carbonos carbonilo. Além disso verificou-se que os sinais atribuidos a C-5"", C-6"",C-3""",

C4"7, C-5""", C-6""", sofreram alteragdoes. As alteragdes dos restantes carbonos nao

foram significativas.

A andlise dos DEPT 90 e 135 do produto da acilagdo enzimatica da naringina
(figuras 36 e 37) permitiu concluir que os sinais a 168,44ppm e 168,66 ppm

correspondem a carbonos quaternarios e os sinais a 18,20 ppm e 18,56 ppm a carbonos

metilicos.
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Figura 37. Espectro DEPT 135 do produto da acila¢io enzimatica da naringina com acetato de vinilo

Os dados fornecidos pelos espectros de RMN de 'H, de "°C e DEPT 90 e 135
sugerem a presenca de ligacdes éster nas posicdes C-4""" e C-6"", elucidando as posi¢des

de acilagdo.

Os dados de IV confirmam a presenca do éster.

Uma vez esclarecida a estrutura do produto da reacdo, a representacdo

esquematica da reagdo (figura 38) pode ser apresentada.

OH OH OAc OH
o o
HO o o \\\\“‘ HO (o] o \\\““

HO Novozym 435 HO
acetato de vinilo
94,12% o
AcO

HO (o]
HO

HO
HO

4.3 4.4

HO

Figura 38. Representacio esquematica da acilacdo enzimatica da naringina com Novozym 435 e
acetato de vinilo

74



Resultados e discussdo

3.2.4. Acilacio enzimatica do resveratrol

O resveratrol, trans-3,5,4 -trihidroxiestilbeno, ¢ um composto fenolico pertencente
a classe dos estilbenos. E encontrado em uvas, bebidas a base de uvas, frutas e
amendoins. O resveratrol ¢ uma fitoalexina que protege as plantas da radiagao ultravioleta
e de ataques de patdgenos e parasitas. O resveratrol também ¢ reconhecido como um
agente bioativo benéfico para a satde humana, uma vez que possui atividade
antioxidante, cardioprotetora, anti-inflamatoria, antitumoral, neuroprotectora, e
imunomoduladora. O resveratrol ¢ sintetizado naturalmente na planta sob duas formas
isomeras: o trans-resveratrol e o cis-resveratrol. O isdmero trans ¢ a forma mais estavel

do resveratrol e a farmacologicamente ativa.

Figura 39. Estrutura do resveratrol
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Para este substrato foi realizado um screening de enzimas e solventes usando

acetato de vinilo como dador de acilo.

Acetona | Acetonitrilo | Etilmetilcetona | Acetato de etilo | Tolueno

CALB + + ++ - +++
PS - - - - +
CR - nd - nd -

Tabela 3. Otimizac¢ao das condicdes de reacio para a acilacio enzimatica
do resveratrol usando acetato de vinilo como dador de acilo

A andlise da tabela permitiu concluir que a reacdo com CALB ¢ possivel em todos
os solventes com exce¢ao do acetato de etilo, no entanto ¢ favorecida em tolueno. Para a
lipase PS apenas se observou reagdo em tolueno. Com a lipase CR nao se observou rea¢ao

com nenhum dos solventes.

Efetuaram-se reagdes em maior escala usando tolueno como solvente para as

enzimas CALB e PS a 50°C e 200 rpm.

Em ambos os casos foi possivel isolar produtos. Por CCF verificou-se que os

produtos eram iguais quando o acetato de vinilo foi usado com agente acilante.

Para confirmacao estrutural do produto de reacdo de acilagdo do resveratrol com

CALB e acetato de vinilo, procedeu-se a purificagdo do mesmo através de cromatografia
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em coluna e a analise por RMN unidimensional, juntamente com o substrato de partida, o

resveratrol, para efeitos de comparacao.

O espectro RMN 'H do resveratrol (figura 40) indicou a presenca de sete
hidrogénios ligados a carbonos aromaticos: trés dubletos a oy 6,20 ppm, oy 6,60 ppm, o
7,17 ppm e um tripleto a dg 5,96 ppm, sendo que alguns hidrogénios apresentam o
mesmo desvio devido a simetria da molécula. Os sinais caracteristicos dos hidrogénios
ligados a olefina sdo observados como dubletos a oy 6,56 ppm e oy 6,60 ppm., com
valores da constante de acoplamento P 16,5 Hz e 16,3 Hz, respetivamente, o que
comprova a presenca do estereoisomero trans do resveratrol. A presenca dos hidrogénios
dos grupos OH também detetados como dois singuletos a 6y 8,90 ppm e 6y 9,24 ppm,
sendo que as integragdes permitem afirmar que o sinal a dy 8,24 ppm diz respeito a dois

hidrogénios e 0 a dy 8,90 ppm a um hidrogéno.
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Figura 40. Espectro RMN "H do resveratrol
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A anilise do espectro RMN °C do resveratrol (figura 41), permite observar os

sinais dos 12 carbonos aromaticos do resveratrol 100,57 ppm (C-4); 103,05 ppm (C-2 e

C-6); 114,33 ppm (C-3e C-5'); 126,94 ppm (C-1"); 126,56 ppm (C-2"¢ C-67); 138,13

ppm (C-1); 156,33 ppm (C-4"); 157,60 ppm (C-3 e C-5). Ainda se observaram os sinais

na regido das olefinas correspondentes aos carbonos nio saturados sp’, 124,51 ppm (C-7),

126,69 ppm (C-8).

A caraterizagdo de cada carbono foi auxiliada pela andlise do espectro DEPT

90/135 (figura 42). Conclui-se assim que dos 14 carbonos presentes no resveratrol, 5 sdo

quarterndrios e 9 sdo CH.
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Figura 41. Espectro RMN “C do resveratrol
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Figura 42. Espectro DEPT 90/135 do resveratrol

Comparando os espectros RMN 'H do resveratrol (figura 40) com o do produto da
acilacdo enzimatica do resveratrol com CALB e acetato de vinilo (figura 43) verificou-se
que os sinais a oy 9,24 ppm e oy 8,90 ppm sdo substituidos por um unico sinal a oy 9,52
ppm e o aparecimento de sinais a dg 2,10 ppm 6y 2,11 ppm, caracteristicos de grupos

metilicos.
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Figura 43. Espectro RMN "H do produto da acilagio enzimatica do resveratrol com CALB e acetato
de vinilo

No espectro de RMN °C do produto de acilagio enzimatica do resveratrol com
CALB e acetato de vinilo (figura 44), verificou-se o aparecimento dos sinais a 168,00
ppm e 168,08 ppm referentes aos carbonos carbonilos dos grupos acetato e os sinais a
19,14 ppm e 19,17 ppm relativos aos grupos metilicos dos grupos acetato.
Adicionalmente, verificaram-se alteragdes nos desvios do C-2, C-3, C-4, C-6, C-3’, C-4’

e C-6". As alteracdes dos sinais dos restantes carbonos nao foram significativas.
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Figura 44. Espectro RMN “C do produto da acilagio enzimaitica do resveratrol com CALB e acetato
de vinilo

Os espectros DEPT 90 e 135 (figura 45 e 46) confirmaram que os sinais a 168,00

ppm e 168,08 ppm correspondem a carbonos quaternarios e a presenca de dois grupos

CHj; com desvios 19,14 ppm e 19,17 ppm.
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Figura 45. Espectro DEPT 90 do produto da acila¢cio enziméatica do resveratrol com CALB e acetato
de vinilo
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Figura 46. Espectro DEPT 135 do produto da acilacio enzimatica do resveratrol com CALB e acetato
de vinilo

Os dados fornecidos pelos espectros de RMN de 'H, de "°C e DEPT 90 e 135
sugerem a presenca de uma ligagdo éster nas posicdes C-3 e C-4’, elucidando as posi¢des

de acilagdo.

Uma vez esclarecida a estrutura do produto da reacdo, a representacdo

esquematica da reagdo (figura 47) pode ser apresentada.

OH OAc

HO ™ AcO X

Novozym 435

. tagl
acetato de vinilo
22,27%

OH OH
4.5 4.6

Figura 47. Representa¢io esquematica da acilaciio enzimatica do resveratrol com Novozym 435 e
acetato de vinilo
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Para confirmacao estrutural do produto de reacdo de acilagdo do resveratrol com

PS e acetato de vinilo, procedeu-se a purificagdo do mesmo através de cromatografia em

coluna e a andlise por RMN unidimensional, juntamente com o substrato de partida, o

resveratrol, para efeitos de comparacao.

Comparando os espectros RMN 'H do resveratrol (figura 40) com o do produto da

acilacdo enzimatica do resveratrol com PS e acetato de vinilo (figura 48) verificou-se que

os sinais a oy 9,24 ppm e o 8,90 ppm sdo substituidos por um tnico sinal a dg 9,50 ppm

e o aparecimento de sinais a oy 2,10 ppm oy 2,11 ppm, caracteristicos de grupos

metilicos.
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Figura 48. Espectro RMN "H do produto da acilagio enzimatica do resveratrol com PS e acetato de

vinilo
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No espectro de RMN "°C do produto de acilagdo enzimatica do resveratrol com PS
e acetato de vinilo (figura 49), verificou-se o aparecimento dos sinais a 167,98 ppm e
168,05 ppm referentes aos carbonos carbonilos dos grupos acetato e o sinal a 19,16 ppm
relativo aos grupos metilicos dos grupos acetato. Adicionalmente, verificaram-se
alteragdes nos desvios do C-2, C-3, C-4, C-6, C-3", C-4" ¢ C-6". As alteragdes dos sinais

dos restantes carbonos ndo foram significativas.
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Figura 49. Espectro RMN “C do produto da acilaciio enzimitica do resveratrol com PS e acetato de
vinilo

Os espectros DEPT 90 e 135 (figura 50 e 51) confirmaram que os sinais a 167,98
ppm e 168,05 ppm correspondem a carbonos quaternarios e a presenca de dois grupos

CH; com desvios 19,16 ppm.
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Figura 50. Espectro DEPT 90 do produto da acila¢cio enzimatica do resveratrol com PS e acetato de
vinilo
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Figura 51. Espectro DEPT 135 do produto da acila¢io enzimatica do resveratrol com PS e acetato de
vinilo

Os dados fornecidos pelos espectros de RMN de 'H, de "°C e DEPT 90 e 135

sugerem a presenca de uma ligagdo éster nas posicdes C-3 e C-4’, elucidando as posi¢des

de acilagao.
Os dados de IV confirmam a presenca do éster.

Uma vez esclarecida a estrutura do produto da reagdo, a representagdo

esquematica da reagdo (figura 52) pode ser apresentada.
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OH OAc

HO ™ AcO X

Lipase PS
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acetato de vinilo
54,55%

OH OH
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Figura 52. Representacio esquematica da acilacio enzimatica do resveratrol com PS e acetato de
vinilo

Efetuaram-se reacdes em maior escala usando tolueno como solvente e butirato de
vinilo e decanoato de vinilo como agentes acilantes na presenca de CALB e PS a 50°C e

200 rpm.

Com a CALB foi possivel isolar um tnico produto com os dois agentes acilantes.
Por CCF verificou-se que os produtos eram diferentes quando o butirato de vinilo foi

usado com agente acilante.

No entanto, com a lipase PS apenas se isolou produto com o butirato de vinilo.

Para confirmacao estrutural do produto de reacdo de acilagdo do resveratrol com
CALB e butirato de vinilo, procedeu-se a purificagdo do mesmo através de cromatografia
em coluna e a analise por RMN unidimensional, juntamente com o substrato de partida, o

resveratrol, para efeitos de comparacao.

Observando o espectro RMN 'H do produto da acilagio do resveratrol com CALB

e butirato de vinilo (figura 53), verificou-se o aparecimento de sinais a direita do espectro
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referentes a grupos metilicos e metilenos. Além disso, observou-se o desaparecimento do

sinal a oy 9,24 ppm, sugerindo que a acilagdo ocorre na posi¢ao 4’.
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Figura 53. Espectro RMN "H do produto da acilagio enzimatica do resveratrol com CALB e butirato
de vinilo

No espectro RMN °C do produto da acilagdo enzimatica do resveratrol com
CALB e butirato de vinilo (figura 54) verificou-se o aparecimento dos sinais a 11,62 ppm,
16,16 ppm e 170,64 ppm. Adicionalmente, observaram-se alteracdes significativas nos

desvios do C-4, C-3’e C-5". As restantes alteracdes nao foram significativas.
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Figura 54. Espectro RMN “C do produto da acilaciio enzimatica do resveratrol com CALB e butirato
de vinilo

Nos espetros DEPT 90 e 135 (figura 55 e 56) confirmou-se que o sinal a 170,64
ppm corresponde a um carbono quaternario, que o sinal a 11,62 ppm corresponde ao
carbono do grupo metilico e os sinais a 16,16 ppm e 33,83 ppm correspondem a carbonos

de grupos metileno.
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Figura 55. Espectro DEPT 90 do produto da acilacio enzimética do resveratrol com CALB e butirato
de vinilo
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Figura 56. Espectro DEPT 135 do produto da acilacio enzimatica do resveratrol com CALB e
butirato de vinilo

Os dados fornecidos pelos espectros de RMN de 'H, de "°C e DEPT 90 e 135

sugerem a presen¢a de uma ligacdo éster na posicdo C-4’, elucidando a posicdo de
acilacdo.
Uma vez esclarecida a estrutura do produto da reacdo, a representacdo

esquematica da reagdo (figura 57) pode ser apresentada.

OH

HO
Novozym 435

butirato de vinilo
63,64%

OH OH
4.5 4.8

Figura 57. Representa¢io esquematica da acilaciio enzimatica do resveratrol com Novozym 435 e
butirato de vinilo
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Para confirmacao estrutural do produto de reacdo de acilagdo do resveratrol com
PS e butirato de vinilo, procedeu-se a purificagdo do mesmo através de cromatografia em
coluna e a andlise por RMN unidimensional, juntamente com o substrato de partida, o

resveratrol, para efeitos de comparacao.

Observando o espectro RMN 'H do produto da acilagio do resveratrol com PS e
butirato de vinilo (figura 58), verificou-se o aparecimento de sinais a direita do espectro
referentes a grupos metilicos e metilenos. Além disso, observou-se que os sinais a oy 9,24

ppm e a oy 8,90 ppm foram substituidos por um unico sinal a g 9,50 ppm.
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Figura 58. Espectro RMN "H do produto da reaciio de acilaciio enzimatica do resveratrol com PS e
butirato de vinilo

90



Resultados e discussdo

No espectro RMN "°C do produto da acilagio enzimatica do resveratrol com PS e
butirato de vinilo (figura 59) verificou-se o aparecimento dos sinais a 11,65 ppm, 16,16
ppm, 16,20 ppm, 170,56 ppm e 170,64 ppm. Adicionalmente, observaram-se alteracdes
significativas nos desvios do C-3’, C-4", C-5", C-2 e C-4. As restantes alteracdes ndo

foram significativas.
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Figura 59. Espectro RMN “C do produto da reacio de acilacio enzimatica do resveratrol com PS e
butirato de vinilo

Os espectros de DEPT 90 e 135 (figura 60 e 61) permitiram concluir que os sinais
a 170,56 ppm e 170,64 ppm sdo relativos a carbonos quaternarios, o sinal a 11,65 ppm
corresponde ao carbono do grupo metilico e os sinais a 16,16 ppm e 33,90 ppm

correspondem a carbonos de grupos metilenos.

91



Resultados e discussdo

126.36
120.83
— 109.82

- 108.97
—107.23
38

127.04
312683

\

T T T T
125 120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50
f1 (ppm)

Figura 60. Espectro DEPT 90 do produto da reagdo de acilacio enziméatica do resveratrol com PS e
butirato de vinilo
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Figura 61. Espectro DEPT 135 do produto da reacio de acilacio enzimatica do resveratrol com PS e
butirato de vinilo

Os dados fornecidos pelos espectros de RMN de 'H, de "°C e DEPT 90 e 135

sugerem a presenca de uma ligagdo éster nas posicdes C-3 e C-4’, elucidando as posi¢des

de acilacao.

Uma vez esclarecida a estrutura do produto da reagdo, a representagdo

esquematica da reagdo (figura 62) pode ser apresentada.
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Figura 62. Representacio esquematica da acilacio enzimatica do resveratrol com PS e butirato de
vinilo

Para confirmacao estrutural do produto de reacdo de acilagdo do resveratrol com
CALB e decanoato de vinilo, procedeu-se a purificagdo do mesmo através de
cromatografia em coluna e a andlise por RMN unidimensional, juntamente com o

substrato de partida, o resveratrol, para efeitos de comparagao.

Observando o espectro RMN 'H do produto da acilagio do resveratrol com PS e
decanoato de vinilo (figura 63), verificou-se o aparecimento de sinais a direita do espectro
referentes a grupos metilicos e metilenos. Além disso, observou-se que os sinais a oy 9,24
ppm e a oy 8,90 ppm foram substituidos por um Unico sinal a 6y 10,89 ppm. A integragdo
permitiu concluir que este sinal corresponde a um hidrogénio, sugerindo que o substrato

foi diacilado.
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Figura 63. Espectro RMN "H do produto da reaciio de acilaciio enzimatica do resveratrol com CALB
e decanoato de vinilo

No espectro RMN "°C do produto da acilagio enzimatica do resveratrol com PS e
decanoato de vinilo (figura 64) verificou-se o aparecimento de sinais a direita do espectro
que correspondem aos carbonos dos grupos metilicos e metilenos das cadeias alifaticas do
decanoato e a 170,17 ppm e 170,26 ppm que correspondem aos carbonos carbonilos.
Adicionalmente, observaram-se alteragdes significativas nos desvios do C-2, C-4, C-6, C-

17, C-3",C-4’, C-5". As restantes alteracdes ndo foram significativas.
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Figura 64. Espectro RMN “C do produto da reacio de acilacio enzimatica do resveratrol com CALB

e decanoato de vinilo

Os dados fornecidos pelos espectros de RMN de 'H e de "°C sugerem a presenca

de uma ligacdo éster nas posicdes C-3 e C-4’, elucidando as posi¢des de acilagdo.

Os dados de IV confirmam a presenca do éster.

Uma vez esclarecida a estrutura do produto da reacdo, a representacdo

esquematica da reagdo (figura 65) pode ser apresentada.
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Figura 65. Representa¢io esquematica da acilaciio enzimatica do resveratrol com Novozym 435 e
decanoato de vinilo

Para este substrato foi realizado um screening de enzimas e solventes usando

cinamato de vinilo como dador de acilo.

Acetona | Acetonitrilo | Etilmetilcetona | Tolueno

CALB - - - -

PS - - - -

Tabela 4. Otimizacao das condicdes de reacio para a acilacdo enziméatica

do resveratrol usando cinamato de vinilo como dador de acilo

A andlise da tabela permitiu concluir que ndo se observou reagdo com nenhum dos
solventes para ambas as enzimas quando o cinamato de vinilo foi usado como agente

acilante.
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3.3. Estudo de reacoes de alcoodlise enzimatica em substratos
polifendlicos acilados

3.3.1. Acila¢des quimicas

3.3.1.1. Sintese da naringenina per-acilada

A naringenina foi acilada usando anidrido acético como agente acilante, piridina,
4-DMAP como catalisador ¢ diclorometano como solvente. A reacao terminou ao fim de
duas horas. Apos o work up obteve-se um solido amarelo com rendimento 95,5% que foi

caraterizado por RMN unidimensional.

Para confirmagao estrutural do produto da acilagdo quimica da naringenina,
procedeu-se a andlise por RMN unidimensional, juntamente com o substrato de partida, a

naringenina, para efeitos de comparacao.

Por comparagio dos espectros RMN'H da naringenina (figura 20) e do produto da
acilacdo quimica da naringenina (figura 66) foi possivel observar o desaparecimento dos
sinais a oy 11,94 ppm, oy 10,45 ppm e oy 9,30 ppm referentes aos hidrogénios dos grupos
hidroxilo e o aparecimento de sinais a oy 2,12 ppm e g 2,15 ppm caracteristicos de

protdes metilicos.
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Figura 66. Espectro RMN "H do produto da acilagio quimica da naringenina

No espectro RMN *C do produto da acilagio quimica da naringenina (figura 67)
foi possivel observar o aparecimento de sinais a 167,11 ppm, 167,61 ppm e 168,06 ppm
referentes aos carbonos carbonilos dos grupos acetato e a 19,06 ppm, 19,11 ppm e 19,15
ppm relativos aos carbonos dos grupos metilicos dos grupos acetato. Os sinais dos 21
carbonos da naringenina per-acilada sdo possiveis de observar sendo que alguns

hidrogénios apresentam o mesmo valor de desvio.
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Figura 67. Espectro RMN “C do produto da acilaciio quimica da naringenina
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Os DEPT 90 e 135 (figura 68 e 69) permitiram concluir que os sinais a 167,11
ppm, 167,61 ppm e 168,06 ppm correspondem a carbonos quaterndrios € a 19,06 ppm,

19,11 ppm e 19,15 ppm correspondem a grupos metilicos.
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Figura 68. Espectro DEPT 90 do produto da acila¢io quimica da naringenina
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Figura 69. Espectro DEPT 135 do produto da acilagio quimica da naringenina

Os dados fornecidos pelos espectros de RMN de 'H, de "°C e DEPT 90 e 135

permitem confirmar as posi¢des de acilagao.

Os dados de IV confirmam a presenca do éster.
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Uma vez esclarecida a estrutura do produto da reacdo, a representacdo

esquematica da reagdo (figura 70) pode ser apresentada.

OH OAc

HO - AcO .
W piridina W
4-DMAP
anidrido acético

95,5%

HO O AcO O

4.1 4.11

Figura 70. Representacio esquematica da acilacio quimica da naringenina

3.3.1.2. Sintese do resveratrol per-acilado

A acilag¢do quimica do resveratrol foi efetuada usando trifluorometanosulfonato de
bismuto III como catalisador a temperatura ambiente e na presen¢a de um grande excesso
de anidrido acético. Apos o work up obteve-se um po6 acastanhado com rendimento de

88,6 %. A caracterizacdo do produto foi feita por RMN unidimensional.

Para confirmacdo estrutural do produto da acilagdo quimica do resveratrol,
procedeu-se a analise por RMN unidimensional, juntamente com o substrato de partida, o

resveratrol, para efeitos de comparacao.

Por observagio do espectro de RMN 'H do produto da acilagio quimica do
resveratrol (figura 71) e comparando com o espectro RMN 'H do resveratrol (figura 40)

foi possivel verificar o desaparecimento dos sinais dos protdes dos grupos hidroxilo a on
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9,24 ppm ¢ a oy 8,90 ppm e o aparecimento de dois sinais a oy 1,90 ppm e oy 1,91 ppm,

com intensidade 1:2, referentes aos protdes metilicos dos grupos acetato.
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Figura 71. Espectro de RMN 'H do produto da acilaciio quimica do resveratrol

Quando se observou o espectro de RMN "°C do produto da acilagdo quimica do
resveratrol (figura 72) verificou-se o aparecimento de sinais a 167,84 ppm e 168,01 ppm
com intensidade 2:1, relativos aos carbonos carbonilos dos grupos acetato e a 19,09 ppm
e 19,13 ppm, com intensidade 2:1, relativos aos carbonos dos grupos metilos do acetato.
Os sinais dos 20 carbonos do resveratrol per-acilado sdo possiveis de observar sendo que

alguns hidrogénios apresentam o mesmo valor de desvio devido a simetria da molécula.
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Figura 72. Espectro de RMN "C do produto da acilaciio quimica do resveratrol

A anadlise dos DEPT 90 e 135 (figuras 73 e 74) permitiu confirmar que os sinais a
167,84 ppm e 168,01 ppm sdo relativos aos carbonos quaternarios e os sinais a 19,09 ppm

e 19,13 ppm sdo relativos aos carbonos dos grupos metilo do acetato.
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Figura 73. Espectro DEPT 90 do produto da acilacio quimica do resveratrol
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Figura 74. Espectro DEPT 135 do produto da acila¢io quimica do resveratrol

Os dados fornecidos pelos espectros de RMN de 'H, de "°C e DEPT 90 e 135

permitem confirmar as posi¢des de acilagao.
Os dados de IV confirmam a presenca do éster.

Uma vez esclarecida a estrutura do produto da reacdo, a representacdo

esquematica da reagdo (figura 75) pode ser apresentada.
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Figura 75. Representacio esquematica da acilacio quimica do resveratrol
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3.3.2. Alcoolises enzimaticas

Alcoolise ¢ uma reacdo de transesterificagdo, na qual um éster, o substrato per
acilado, reage com um alcool formando-se outro éster e o alcool ¢ o grupo abandonante.
Esta reacdo pode ser vantajosamente usada em sintese organica uma vez que substratos
ndo polares, tais como os esteres, sdo soluveis em meios organicos e nestes meios nao

convencionais as lipases ainda exibem um atividade.

3.3.2.1. Alcodlise enzimatica da naringenina

Partindo da naringenina per-acilada procedeu-se ao scremning de alcoois e

enzimas usando heptano como solvente.

Butanol Octanol
CALB - +
PS - +

Tabela 5. Otimizacao das condi¢des de reacao

para a alcodlise da naringenina

Da analise da tabela anterior concluiu-se que apenas ocorreu reacdo quando o

alcool usado foi o octanol.
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Assim, efetuaram-se reagdes em maior escala em heptano e octanol para ambas as

enzimas, a 50°C e 200 rpm.

Verificou-se que as enzimas nestas condi¢cdes ndo eram seletivas uma vez que o

produto obtido era a propria naringenina.

Efetuou-se um ensaio sem enzima das reagdes anteriores para averiguar a

possibilidade da reacdo ocorrida ser quimica e ndo enzimatica.

3.3.2.2. Alcoolise enzimatica do resveratrol

Partindo do resveratrol per-acilado procedeu-se ao scremning de enzimas e

solventes usando butanol.

Tolueno Heptano Acetona | Etilmetilcetona
CALB - + - -
PS - ++ - -

Tabela 6. Otimizac¢ao das condicdes de reacio para a alcodlise do resveratrol

Por observacao da tabela verifica-se que apenas ocorreu reacdo em heptano.

Entdo, efetuou-se a reacdo em maior escala usando heptano como solvente para a

lipase PS e butanol, a 50°C e 200 rpm.

A enzima nao foi seletiva, obteve-se resveratrol.
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Como o butanol inibe a enzima, efetuou-se a reagdo em maior escala usando

heptano como solvente para a CALB e octanol a 50°C e 200 rpm.

Mais uma vez se verificou que a enzima nao foi seletiva e obteve-se resveratrol.

Efetuou-se um ensaio sem enzima das reagdes anteriores para averiguar a

possibilidade da reacdo ocorrida ser quimica e ndo enzimatica.
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4. Conclusoes

Os compostos polifendlicos sdo encontrados em diversas fontes naturais e

atualmente recebem muita aten¢@o devido as suas propriedades biologicas relevantes.

A acilagdo enzimadtica deste tipo de compostos ¢ um desafio interessante em

termos do estudo da regiosselectividade das enzimas.

As vantagens desta metodologia, tais como condigdes reacionais suaves, baixo
impacto ambiental, torna as lipases uma ferramenta importante na aplicagdo dos
principios da Quimica Verde, oferecendo um caminho conveniente para preparar

derivados de compostos polifenélicos com grande potencial na indistria farmacéutica.

Assim, compostos polifendlicos da classe dos flavondides e dos estilbenos foram
submetidos a acdo de lipases em meio organico, usando acetato de vinilo, butirato de

vinilo e decanoato de vinilo como agentes acilantes.

Os resultados obtidos mostram que as lipases sdo capazes de diferenciar diferentes
grupos hidroxilo, permitindo obter os respetivos esteres com elevada regiosselectividade

e bons rendimentos.

A conhecida preferéncia da CALB pelo grupo hidroxilo na posi¢do 4" foi
verificada na acilacdo da naringenina com acetato de vinilo e do resveratrol com butirato

de vinilo.

No entanto, na acilacdo do resveratrol com butirato de vinilo e lipase PS obteve-se

um derivado diacilado nas posi¢des 3 e 4".
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Adicionalmente, na acilacdo do resveratrol com acetato de vinilo, ambas as

enzimas permitiram obter um derivado diacilado nas posigdes 3 e 4".

A acilagdo do resveratrol com decanoato de vinilo também permitiu obter um

derivado diacilado nas posi¢des 3 ¢ 4.

De notar que apesar da semelhanca estrutural dos grupos fenolicos da naringenina
e do resveratrol, os resultados obtidos foram diferentes. A maior flexibilidade e a nio
existéncia da fusdo dos anéis A e B permite que o resveratrol encaixe mais facilmente no

local ativo da enzima.

A preferéncia da CALB para grupos hidroxilo primérios, como o presente na

posicao C-6"" livre da glicose na molécula de naringina foi verificada.

No entanto, na rec¢do de acilacdo da naringina adicionalmente ao hidroxilo na

posi¢do C-6"" também foi acilado o hidroxilo da posicdo C-4""".

Por outro lado, a crisina nao foi aceite como substrato para nenhuma das enzimas.

Alem disso, a lipase CR ndo foi aceite pelo resveratrol.

As alcodlises da naringenina e do resveratrol per-acilados ndo foram seletivas nas

condi¢des em que se realizaram.

Assim, os resultados obtidos evidenciam as potencialidades da catalise enzimatica
na transformagdo regiosselectiva de compostos polifenolicos, com o intuito de melhorar
as suas propriedades biologicas, nomeadamente a atividade antioxidante, e estdo de

acordo com a literatura.
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De seguida o estudo das propriedades bioldgicas dos novos compostos e a andlise
de relagdes estrutura-atividade permitirdo identificar as caracteristicas estruturais
necessarias a uma determinada atividade biologica e identificar novos compostos

bioactivos.
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5. Parte experimental

5.1. Instrumentac¢ao

Os espectros de ressonincia magnética nuclear de protdes, RMN 'H, foram
obtidos num espectrémetro Varian Unity 500, a 500 MHz. Os espectros de ressonancia
magnética nuclear de carbono 13, RMN "C, foram obtidos num espectrometro Bruker
Avance III de 400 Mz. A caracterizagdo de carbonos metilicos, metilénicos e quaternarios
foi efetuada por DEPT. Os desvios quimicos sdo dados na escala 6 (ppm) e sdo relativos a
uma mistura de cloroférmio deuterado e dimetilsulfoxido deuterado como solvente e
TMS como padrdo interno. Os espectros de infravermelho (IV) foram obtidos num
espectrometro Jasco FT/R-420. Os pontos de fusdo (pf) formam determinados num

aparelho Biichi-540 e ndo foram corrigidos.

As reacdes enzimaticas foram efetuadas num agitador orbital New Brunswick

Scientific, C24 Incubator Shaker, a 50°C e 200 rpm.
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5.2. Cromatografia

A cromatografia em camada fina foi feita em placas de aluminio de silica gel 60
F»s4 Merk usando misturas de éter de petrdleo / acetato de etilo, cloroférmio /acetona /

acido acético (60:35:5) ou cloroformio / metanol (9,7:0,3) como eluentes.

5.3. Reagentes e solventes

Todos os compostos comercialmente disponiveis foram usados como fornecidos

pelos fabricantes.

Crisina, naringenina, naringina, resveratrol, foram obtidos da TCIL
Trifluorometanosulfonato de bismuto III, 4-dimetil-aminopiridina (4-DMAP), piridina,
tetrahidrofurano (THF), acetato de etilo, acetato de vinilo, decanoato de vinilo,
etilmetilcetona, acetonitrilo, diclorometano, butanol, octanol, hidroxido de sodio e
anidrido acético foram obtidos da Sigma-Aldrich Co. Tolueno, heptano, acetona, sulfato
de sddio anidro, silica gel 60 (cromatografia em coluna) e TLC silica gel 60 F,s4 foram

obtidas da MERK Co.

As lipases foram fornecidas pela Sigma-Aldrich Co.
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5.4. Acila¢des enzimaticas

Num ensaio de rastreio tipico, uma solugdo de substrato (2mg) em solvente (0,9
ml) e agente acilante (0,1 ml) foi adicionada a enzima (5 mg) em frascos de 3 ml. Os
frascos foram fechados e as suspensdes foram agitadas a 200 rpm a 50°C. As reagdes
foram monitorizadas por CCF durante 3 dias. Para cada substrato, selecionaram-se os

melhores resultados para as reagdes maior escala.

5.4.1. Acilagdo enzimatica da naringenina

4’-Acetato de naringenina, 4.2

A uma solucdo de naringenina (4.1, 70 mg; 0,29 mmol) em THF (3 ml) e acetato
de vinilo (1 ml), adicionou-se lipase PS (80 mg) e a reacdo foi agitada a 50°C. Apods 3
dias adicionou-se mais enzima (40 mg) e agente acilante (0,1 ml) e manteve-se a agitacao
a 50°C. Ao fim de 6 dias verificou-se que o substrato praticamente ndo reagia e

abandonou-se a reagao.

De acordo com o procedimento descrito por Chebil ef al. (2007) a uma solucao de
naringenina (4.1, 50 mg; 0,18 mmol) em acetonitrilo (3 ml) e acetato de vinilo (1 ml),

adicionou-se lipase PS (100 mg) e a reagdo foi agitada a 50°C. Nao se observou reacao.
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De acordo com o procedimento descrito por Kyriakou ef al. (2012) a uma solugdo
de naringenina (4.1, 50 mg; 0,18 mmol) em acetona (10 ml) e acetato de vinilo (5ml) foi
adicionada CALB (500mg) e a mistura reacional foi agitada a 50°C. Ao fim de trés
adicionou-se CALB (100mg). Apo6s quatro dias, a enzima foi filtrada e o solvente
evaporado. O 4'-acetato de naringenina (4.2, 99,2 mg, 94,12%) foi isolado por
cromatografia em coluna, éter de petrdleo / acetato de etilo com gradiente de polaridade

de 4:1a2:1.

P.f.: 151,8-152,1°C

IV (ATR): vmax 838,883; 1224,58; 1459,85; 1594,84; 1629,55; 1752,98

RMN 'H (400 MHz, CDCly/DMSO) 8 ppm: 2,12 (3H, 3s, CHs (OAc-4")); 2,66 (1H, dd,
J= 3,10 Hz e 3,38 Hz, H-3a); 3,01 (1H, dd, J=12,96Hz, H-3uas); 5,37 (1H, dd, J=2,92
Hz, H-2); 5,73 (2H, dd, J=2,06 Hz, H-6 ¢ H-8); 7,01 (2H, d, J=8,93 Hz, H-3" ¢ H-5");

7,37 (2H, d, J=9,58 Hz, H-2" ¢ H-6"); 10,51 (1H, s, H-7); 11,92 (1H, s, H-5)

RMN "“C (100 MHz, CDCL:/DMSO-dg) & ppm: 19,11 (CH; (OAc-4")); 40,74 (C-3);
93,79 (C-8); 94,82 (C-6); 100,56 (C-10); 120,74 (C-3" e C-57); 126,59 (C-2" ¢ C-6");
135,11 (C-17); 149,58 (C-4"); 161,74 (C-9); 162,78 (C-5); 156,96 (C-7); 168,05 (COMe);

194,78 (C-4)
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5.4.2. Acilagdo enzimatica da naringina

4", 6"" -Diacetato de naringina, 4.4

A uma solugdo de naringina (4.3, 100 mg; 0,17 mmol) em acetona (6ml) e acetato
de vinilo (1 ml), adicionou-se Novozym 435 (100 mg) e a mistura reacional foi agitada a
50°C. Ao fim de 2 dias adicionou-se mais enzima (50 mg) e manteve-se a agitacdao a 50
°C. Apos 6 dias, a reacdo estava completa. A enzima foi filtrada e o solvente evaporado.
Por ultimo, o 4""", 6""-diacetato de naringina (4.4, 30,1 mg, 94,12 %) foi isolado por

cromatografia em coluna, cloroférmio /acetona / metanol (60:35:5).

P.f.: 227,1-227,3°C

IV (ATR): vmax 827,312; 1243,86; 1643,05; 1714,41

RMN 'H (400 MHz, CDCl3/DMSO-dg) & ppm: 1,04 (1H, d, J=5,89 Hz, H-6"""); 2,60
(1H, dd, J=2,60 Hz ¢ 3,47 Hz, H-3.); 3,08 (1H, m, H-3ns); 3,35-5,30 (H's do agucar);
5,53 (1H, d, J=2,77 Hz, H-2); 5,93 (2H, d, J=4,30 Hz, H-6 ¢ H-8); 6,65 (2H, d, J=8,60 Hz,

H-3'¢ H-5); 7,13 (2H, d, J=9,09 Hz, H-2"e H-6"); 9,33 (1H, s, H-4"); 11,87 (1H, s, H-5)
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RMN C (100 MHz, CDCl3/DMSO-ds) & ppm: 15,21 e 18,20 e 18,56 (cada 3 H, 3 s,
(CH3~(C-6")), (CH;3 (OAc-4"")), (CH; (OAc-6"""))); 39,96 (C-3); 76,99 (C-2); 93,39 (C-8);
94,51 (C-6); 95,83 (C-1"); 98,02 (C-1"""); 100,70 (C-10); 113,44 (C-3" e C-5"); 126,66
(C-2" e C-6"); 127,46 (C-1"); 156,43 (C-4"); 161,44 (C-9); 161,60 (C-5); 163,16 (C-7);

168,44 e 168,66 (COMe); 195,98 (C-4)

5.4.3. Acilacao enzimatica do resveratrol

3.4’ -Diacetato de resveratrol, 4.6

A uma solucdo de resveratrol (4.5, 50 mg; 0,22 mmol) em tolueno (3 ml) e acetato
de vinilo (0,5 ml), adicionou-se Novozym 435 (50 mg) e a reacdo foi agitada a 50°C.
Apos 3 dias adicionou-se mais enzima (30 mg) e manteve-se a agitacao a 50°C. Ao fim de
6 dias a enzima foi filtrada e o solvente evaporado. Por fim, o 3,4’-diacetato de
resveratrol (4.6, 15,3 mg, 22,27 %) foi isolado por cromatografia em coluna, éter de

petréleo / acetato de etilo com gradiente de polaridade de 4:1 a 2:1.

P.f.: 250,5- 251,1 °C
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RMN 'H (400 MHz, CDCl3/DMSO-dg) & ppm: 2,10 ¢ 2,11 (cada 3H, 2 s, CH; (3-OAc) e
CH; (4-OAc)); 6,27 (1H, t, J = 2,18 Hz, H-4); 6,62 (1H, s, H-2); 6,68 (1H, s, H-6); 6,38
(1H, s, H-7); 6,96 (2H, d, J = 7,16 Hz, H-3" ¢ H-5"); 7,01 (1H, s, H-8); 7,42 (2H, d, J =

8,56 Hz, H-2" e H-6"); 9,52 (1H, s, H-5)

RMN "C (100 MHz, CDCly/DMSO-dg) & ppm: 19,14 e 19,17 (CH; (3-OAc) e CH; (4'-
OAc)); 107,25 (C-4); 108,96 (C-2); 109,90 (C-6); 120,85 (C-3" e C-5"); 126,36 (C-7);
126,84 (C-2" ¢ C-6"); 127,05 (C-8); 133038 (C-17); 137,90 (C-1); 149,07 (C-4"); 150,72

(C-3); 157,50 (C-5); 168,00 ¢ 168.08 (COMe)

3.4’ -Diacetato de resveratrol, 4.7

A uma solucdo de resveratrol (4.5, 50 mg; 0,22 mmol) em tolueno (3 ml) e acetato
de vinilo (0,5 ml), adicionou-se lipase PS (50 mg) e a reacdo foi agitada a 50°C. Apos 3
dias adicionou-se mais enzima (30 mg) e manteve-se e a agitacdo a 50°C. Ao fim de 6
dias a enzima foi filtrada e o solvente evaporado. Por fim, o 3,4 -diacetato de resveratrol
(4.7, 38 mg, 54,55 %) foi isolado por cromatografia em coluna, éter de petroleo / acetato

de etilo com gradiente de polaridade de 4:1 a 2:1.

P.f.: 250,6-250,9 °C
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IV (ATR): vmax 898,666; 1238,08; 1714,41; 1762,62; 2300,66; 3276,47

RMN 'H (400 MHz, CDCly/DMSO-dg) & ppm: 2,10 e 2,11 (cada 3H, 2 s, CH; (3-OAc) e
CH; (4"-OAc)); 6,27 (1H, t, J = 1,93 Hz, H-4); 6,61 (1H, s, H-2); 6,68 (1H, s, H-6); 6,87
(1H, s, H-7); 6,95 (2H, d, J = 8,55 Hz, H-3" ¢ H-5"); 7,00 (1H, s, H-8); 7,41 (2H, d, J =

8,55 Hz, H-2" ¢ H-6"); 9,50 (1H, s, H-5)

RMN "C (100 MHz, CDCl3/DMSO-ds) & ppm: 19,16 (CH3 (3-OAc) e CHs (4'-OAc));
107,24 (C-4); 108.95 (C-2); 109,87 (C-6); 120,83 (C-3" e C-57); 126,34 (C-2" ¢ C-6");
126,83 (C-7); 127,03 (C-8); 133,36 (C-17); 137,87 (C-1); 149,06 (C-4"); 150,71 (C-3);

157,49 (C-5); 167,98 € 168,05 (COMe)

4’-Butirato de resveratrol, 4.8

A uma solu¢do de resveratrol (4.5, 50 mg; 0,22 mmol) em tolueno (3 ml) e
butirato de vinilo (0.5 ml), adicionou-se CALB (50 mg) e a reagdo foi agitada a 50°C.
Apos 3 dias adicionou-se mais enzima (30 mg) e manteve-se e a agitacdo a 50°C. Ao fim
de 6 dias a enzima foi filtrada e o solvente evaporado. Por fim, o 4’-butirato de resveratrol
(4.8, 37,7 mg, 63,64 %) foi isolado por cromatografia em coluna, éter de petréleo /

acetato de etilo com gradiente de polaridade de 4:1 a 2:1.
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RMN 'H (400 MHz, CDCl3/DMSO-dg) & ppm: 0,84 (3H, t, J = 7,53 Hz e 7,22 Hz, CH;
(4-0Ac)),); 1,08 ¢ 1,56 (4H, m, CH, (4'-OAc)); 6,01 (1H, t, ] = 2,01 Hz e 2,28 Hz, H-4);
6,26 (2H, d, J = 2,28 Hz, H-2 e H-6); 6,82 (2H, d, J = 2,55, H-3" ¢ H-5"); 6,89 (1H, s, H-

7); 6,92 (1H, s, H-8); 7,39 (2H, d, ] = 8,61 Hz, H-2" ¢ H-6"); 8,97 (2H, s, H-3 ¢ H-5)

RMN *C (100 MHz, CDCly/DMSO-dg) § ppm: 11,62 (CH; (4°-OAc)); 16,16 (CH, (4'-
OAc)); 33,83 (CH, (4-OAc)); 101,39 (C-4); 103,46 (C-2 e C-6); 120,75 (C-3" ¢ C-5');
125,66 (C-7); 126,15 (C-2" ¢ C-6"); 128,03 (C-8); 133,63 (C-17); 137,49 (C-1); 148,81

(C-4"); 157,67 (C-3 ¢ C-5); 170,64 (COMe)

3.4’ -Dibutirato de resveratrol, 4.9

A uma solucao de resveratrol (4.5, 50mg; 0,22 mmol) em tolueno (3 ml) e butirato
de vinilo (0,5 ml), adicionou-se lipase PS (50 mg) e a reacdo foi agitada a 50°C. Apos 3
dias adicionou-se mais enzima (30 mg) e manteve-se ¢ a agitacdo a 50°C. Apds 7 dias
adicionou-se mais enzima (30 mg) e manteve-se e a agitagdo a 50°C. Ao fim de 9 dias a
enzima foi filtrada e o solvente evaporado. Por fim, o 3,4 -dibutirato de resveratrol (4.9,
14,8 mg, 21,36 %) foi isolado por cromatografia em coluna, éter de petroleo / acetato de

etilo com gradiente de polaridade de 4:1 a 3:1.
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Parte experimental

RMN 'H (400 MHz, CDCly/DMSO-dg) & ppm: 0,85 (6H, m, CH; (3-OAc) ¢ CHs (4'-
OAc)); 1,56 (8H, m, CH» (3-OAc) e CH; (4'-OAc)); 6,25 (1H, t, J = 1,89 Hz e 2,01 Hz,
H-4); 6,60 (1H, s, H-2); 6,68 (1H, s, H-6); 6,91 (1H, s, H-7); 6,94 (2H, d, J = 1,54 Hz,
CH-3" e CH-5"); 6,96 (1H, s, H-8); 7,42 (2H, d, J = 8,87 Hz, CH-2" ¢ H-6"); 9,50 (1H, s,

H-5)

RMN "C (100 MHz, CDCl3/DMSO-ds) & ppm: 11,65 (CH3 (3-OAc) e CHs (4'-OAc));
16,16 ¢ 16,20 (CH,); 33,90 (CH,); 107,23 (C-2); 108,97 (C-2); 109,82 (C-6); 120,83 (C-
3" e C-5"); 126,36 (C-7); 126,83 (C-2" ¢ C-6"); 127,04 (C-8); 133,35 (C-1"); 137,90 (C-

1); 149,06 (C-4"); 150,72 (C-3); 157,50 (C-5); 170,56 e 170,64 (COMe)

3,4’-Didecanoato de resveratrol, 4.10

A uma solug¢do de resveratrol (4.5, 50mg; 0,22 mmol) em tolueno (3 ml) e
decanoato de vinilo (0,5 ml), adicionou-se CALB (50 mg) e a reacdo foi agitada a 50°C.
Apos 3 dias adicionou-se mais enzima (30 mg) e manteve-se € a agitacdo a 50°C. Apos 6
dias adicionou-se mais enzima (30 mg) e manteve-se e a agitacdo a 50°C. Ao fim de 10
dias a enzima foi filtrada e o solvente evaporado. Por fim, o 3,4’-didecanoato de
resveratrol (4.10, 71,3 mg, 86,36 %) foi isolado por cromatografia em coluna, éter de

petroleo / acetato de etilo com gradiente de polaridade de 6:1 a 2:1.

P.f.: 66,5-67,5 °C
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Parte experimental

IV (ATR): vmax 931,45; 1295,93; 1465,63; 1695,12

RMN 'H (400 MHz, CDCly/DMSO-dg) 8 ppm: 0,26-1,52 ((CH»)sCHs)a; 5,42 (1H, t, H-
4y; 5,78 (1H, s, H-2); 5,85 (1H, s, H-6); 6,09 (1H, d, J=15,10 Hz, H-7); 6,11 (2H, d,
J=8,42 Hz, H-3'¢ H-5"); 6,15 (1H, d, ]=16,22, H-8); 6,61 (2H, d, J=8,30 Hz, H-2'¢ H-6"),

10,89 (1H, s, H-5)

RMN C (100 MHz, CDCl/DMSO-de) & ppm: 11,60-31,49 ((CH)sCHs),; 106,63 (C-4);
108,41 (C-2); 109,26 (C-6); 120,28 (C-3"e C-5"); 125,85 (C-2"e C-6"); 126,27 (C-7);
126,52 (C-8); 132,81 (C-17); 137,40 (C-1); 148,51 (C-4"); 150,17 (C-3); 156,91 (C-5);

170,17 € 170,26 (COMe)
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Parte experimental

5.5. Acilacdes quimicas

5.5.1. Sintese da naringenina per-acilada

4’ .5.7-Triacetato de naringenina, 4.11

A naringenina (4.1, 200 mg; 0,74 mmol) foi dissolvida em diclorometano (4 ml) e
piridina (1 ml) e adicionou-se anidrido acético (0,6 ml) e 4-DMAP. A reacdo foi deixada
com agitacdo a temperatura ambiente. Ao fim de 2 h, a fase orgénica foi lavada com uma
solu¢do de HCIl a 5%, uma solucdo de NaOH concentrada, agua e NaCl concentrado.
Apods secagem com sulfato de sddio anidro a fase orgénica foi filtrada e evaporada,

obtendo-se o0 4°,5,7-triacetato de naringenina (4.11; 99,2 mg; 95,5 %, p6 amarelo).

P.f.: 89,4 - 89,7 °C

IV (ATR): Umax 1639,19; 1612,2; 852,382

RMN 'H (400 MHz, CDCl3/DMSO-de) & ppm: 2,12 (6H, s, CH; (OAc-3) ¢ CH; (OAc-
5)); e 2,15 (3H, s, CH;3 (OAc-4")); 2,58 (1H, d, J = 2,46Hz, H-3.); 2,63 (1H, d, ] = 2,97
Hz, H-34ans); 5,49 (1H, dd, J = 2,73 Hz, H-2); 6,46 (1H, d, J = 2,64 Hz, H-8); 6,66 (1H, d,
J =2,34 Hz, H-6); 7,01 (2H, J = 8,44 Hz, H-3" ¢ H-5"); 7,40 (2H, d, J = 8,24 Hz, H-2" ¢
H-6")
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Parte experimental

RMN "C (100 MHz, CDCl3/DMSO-ds) & ppm: 19,06 e 19,11 ¢ 19,15 (CH; (OAc-4") e
CH; (OAc-5), CH; (OAc-7)); 42,24 (C-3); 107,84 (C-8); 109,45 (C-6); 110,33 (C-10);
120,79 (C-3" ¢ C-5"); 134,65 (C-1); 149,72 (C-4"); 149,83 (C-9); 154,70 (C-5); 161,86

(C-7); 167,11 ¢ 167,61 ¢ 168,06 (COMe) ¢ 188,08 (C-4)

5.5.2. Sintese do resveratrol per-acilado

3.5.4 -Triacetato de resveratrol, 4.12

De acordo com o descrito por Chakraborti et al. (2003), resveratrol (4.5, 100 mg;
0,44 mmol) e trifluorometanosulfonato de bismuto III (58 mg, 0,09 mmol) foram
dissolvidos em diclorometano (5 ml) e adicionou-se anidrido acético (1 ml). A reagdo foi
deixada durante 24 h com agitac¢do a temperatura ambiente. Entdo, adicionou-se etanol e a
mistura foi extraida com diclorometano. A fase orgéanica foi lavada com uma solucdo
saturada de NaHCO; com dgua e com uma solucdo saturada de NaCl, seca com sulfato de
sodio anidro e finalmente evaporada. Apds evaporacdo obteve-se 3,5,4 -triacetato de

resveratrol (4.12, 138,8 mg, 88,6 %, po acastanhado).

Pf.:112,6 -112,9 °C
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Parte experimental

IV (ATR): vmax 667,25; 906,379; 966,162; 1754,9

RMN 'H (400 MHz, CDCly/DMSO-dg) & ppm: 1,90 (3H, s, CH; (OAc-4"); 1,91 (6H, s,
CH; (OAc-3) e CH; (OAc-4")); 6,47 (1H, t, J = 2,19 Hz, H-4); 6,75 (2H, d, J = 8,52 Hz,
H-2 ¢ H-6); 6.80 (1H, s; H-7); 6,86 (2H, d, J = 1,94 Hz, H-3" e H-5"); 6,92 (1H, s, H-8);

721 (2H, d, J = 8,52 Hz, H-2" ¢ H-6")

RMN "*C (100 MHz, CDCl3/DMSO-dg) & ppm: 19,09 e 19,13 (CH; (OAc-3), (CHs (OAc-
5) e (CH3 (OAc-4"); 113,62 (C-4); 115,87 (C-2 e C-6); 120,90 (C-3" e C-57); 125,67 (C-
7); 126,51 (C-2" e C-67); 128,36 (C-8); 133,08 (C-17); 138,25 (C-1); 149,30 (C-4");

150,22 (C-3 ¢ C-5); 167,84 ¢ 168,01 (COMe)
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Parte experimental

5.6. Alcoolises enzimaticas

Num ensaio de rastreio representativo, a naringina e o resveratrol per-acilados
(2mg) em solvente (0,9 ml) e butanol ou octanol (0,1 ml) foram adicionados a enzima (5
mg) em frascos de 3 ml. Os frascos foram fechados e as suspensdes foram agitadas a 200
rpm a 50°C. As reagdes foram monitorizadas por CCF durante 3 dias. Para cada substrato,

selecionaram-se os melhores resultados para as reagcdes maior escala.

5.6.1. Alcoolise enzimatica da naringenina

A uma solu¢do de naringenina per-acilada (4.11, 50mg; 0,13 mmol) em heptano (5

ml) e octanol (0,5 ml), adicionou-se Novozym 435 (50 mg) e a reacdo foi agitada a 50°C.

A uma solu¢do de naringenina per-acilada (4.11, 50mg; 0,13 mmol) em heptano (5

ml) e octanol (0,5 ml), foi adicionada lipase PS (50 mg) e a reacdo foi agitada a 50°C.
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Parte experimental

5.6.2. Alcoolise enzimatica do resveratrol

A uma solugdo de resveratrol per-acilado (4.12, 50mg; 0,14 mmol) em heptano (3

ml) e butanol (0,5 ml), a lipase PS foi adicionada (50 mg) e a reagdo foi agitada a 50°C.

A uma solugdo de resveratrol per-acilado (4.12, 50mg; 0,14 mmol) em heptano (3

ml) e octanol (0,5 ml), adicionou-se Novozym 435 (50 mg) e a reacdo foi agitada a 50°C.
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