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Resumo

Os compostos polifendlicos glicosilados possuem diversas atividades fisiologicas de
grande interesse, entre as quais se destacam a atividade anti-inflamatoria. Devido a
elevada prevaléncia e intensidade de seus sinais e sintomas, a inflamacdo € um dos
mais antigos problemas de saude documentados (ROCK et al, 2010). A inflamacao
pode ser definida como um mecanismo de resposta a perda de homeostasia tecidual
e celular, apresentando papéis fisioldgicos como defesa do hospedeiro, remodelagdo
tecidual e regulacdo do metabolismo (MEDZHITOV et al., 2009). Macréfagos e outras
células imunes ativadas por citocinas, produtos microbianos ou ambos, induzem a
transcricao da isoforma indutivel da enzima sintase do O6xido nitrico (iNOS) e
consequentemente a producao do mediador pro-inflamatoério éxido nitrico (NO)
(BOGDAN, 2001). Em células ativadas por lipopolissacarideo (LPS), a indugdo da iNOS
ocorre principalmente pela via de sinalizagao intracelular do fator nuclear de
transcricdo kappa B (NF-kB) (GUZIK et al., 2003). Neste sentido, compostos que tém
como alvo intracelular a via de transducao de sinal NF-kB e que interrompem a
cascata de producdo de mediadores inflamatérios como o NO possuem um elevado
potencial anti-inflamatério. O objetivo deste trabalho consiste em preparar novos
derivados polifendlicos glicosilados por meio de reacdes biocataliticas e estudar a sua
atividade anti-inflamatéria, nomeadamente na producdao de oxido nitrico, induzida
por LPS, numa linha celular de macréfagos de ratinho. Dessa forma, esta investigacao
permitiu identificar a atividade anti-inflamatoria das moléculas testadas, e indicar os
mecanismos de accao na via do NF-kB ou na producgao de NO catalisada pela iNOS.
Os novos compostos testados como anti-inflamatérios foram obtidos por semi-
sintese a partir dos polifendis naringina, rutina e polidatina, através de reacdes de
acilagdo catalisadas por enzimas. A acilagdo enzimatica constitui uma ferramenta
poderosa para obter novos derivados de forma regiosseletiva sob condigdes
reacionais suaves. Relativamente a naringina, os seus derivados acilados
apresentaram melhor atividade na inibicdo da producao de oxido nitrico estimulada
por LPS em macrofagos. Contrariamente, as acilacbes da rutina ndo alteraram
significativamente a atividade da mesma. Por outro lado, as experiéncias realizadas
com SNAP, um doador de NO, indicam que a atividade da rutina e derivados decorre
de sua capacidade de “captar” NO (atividade antioxidante). As alteracbes fisico-
quimicas geradas pelas acilacbes da polidatina, tornaram essas moléculas citotoxicas,
sugerindo o seu potencial anti-tumoral, a ser futuramente investigado.
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Abstract

The glycosylated polyphenol compounds have different physiological ativities very
interesting, among which highlight anti-inflammatory ativity. Due to the elevated
occurrence and intensity of its signs and symptoms, inflammation is one of the oldest
health problems documented (ROCK et. al, 2010). Inflammation can be defined as a
feedback mechanism to loss of cellular and tissue homeostasis. Showing
physiological roles as host defense, tissue modeling / repair and the regulation of
metabolism (MEDZHITOV et. al. 2009). Macrophages and other immune cells ativated
by cytokines, microbial products or both induce transcription of nitric oxide synthase
(INOS) and therefore the production of pro-inflammatory mediator nitric oxide (NO)
(BOGDAN, 2001). The induction of iNOS in cells ativated by LPS occurs mainly by
ativation of NFkB transcription factor (GUZIK et. al., 2003). Thus, compounds which
have as intracellular target the nuclear factor NF-B pathway and interrupting the
production of inflammatory mediators such as NO cascade have a high anti-
inflammatory potential. This work aims consists in preparing new derivatives
glycosylated polyphenol compounds by biocatalytic reactions and to study their anti-
inflammatory ativity, namely in nitric oxide production induced by LPS in mouse
macrophages. Thus, this investigation can identify the anti-inflammatory ativity of the
tested molecules, and indicate mechanisms of action in the pathway of NF-kB or in
the production of nitric oxide catalyzed by iNOS. The new compounds tested as anti-
inflammatory were obtained by semi-synthesis from polyphenols: naringin, rutin and
polydatin, by acylation reactions catalyzed by enzymes. Enzymatic acylation is a
powerful tool that allows to obtain new derivatives regiosselective under mild
reaction conditions. Relatively the naringin, its acylated derivatives showed improved
in inhibiting nitric oxide production in macrophages stimulated by LPS. While the
acetylation of rutin did not significantly alter the ativity of this molecule. Otherwise,
experiments with SNAP, a NO donator, indicate that rutin and derivates act by oxide
nitric scavenging. The physico-chemical changes caused by acetylation of polidatina
induced cytotoxicity, leading to death of the macrophages and suggesting its
antitumor potential to be further investigated.
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1. Inflamacao e farmacos anti-inflamatérios

A inflamacdo pode ser definida como um mecanismo de resposta a perda de
homeostasia tecidual e celular, apresentando papéis fisiologicos como defesa do
hospedeiro, remodelacao tecidual e regulagdo do metabolismo (MEDZHITOV et al,
2009).

Devido a alta ocorréncia e intensidade de seus sinais e sintomas, € um dos
mais antigos problemas de salude documentados (ROCK et al, 2010). Existem
hieroglifos sumérios referentes a inflamacdo que datam de 2700 a.C.; os seus
famosos pontos cardinais, Rubor (Rubor), tumor (edema), calore (calor) e doloren
(dor), foram descritos por Aulus Celsus no século | d.C. (GILROY et al, 2015, ROCK et
al, 2010). O quinto ponto cardinal, perda da funcao, so foi acrescido em 1958, por
Rudolph Virchow (MEDZHITQV, 2010).

As sinalizacbes que acompanham o processo inflamatério sdao fundamentais
para a sobrevivéncia das espécies, pois permitem detetar infecOes, além de
promoverem a nivel tecidual, o processo de reparacao (ABBAS et al, 2008). Este fato
é também evidenciado pelo risco aumentado de infe¢des graves em pessoas com
deficiéncias genéticas nos componentes principais da inflamacao (NATHAN, 2002).

A magnitude da resposta inflamatéria assume um papel relevante na defesa
do hospedeiro contra diversos sinais de “alarme” resultantes de um processo
infecioso, inflamatoério, ou de destruicdo de tecidos. Deste modo, uma resposta
insuficiente resulta em imunodeficiéncia, que pode desencadear infecdo e cancro;
uma resposta excessiva causa morbidade e mortalidade em patologias como artrite
reumatoide, doenca de Crohn, doencas neurodegenerativas, diabetes, aterosclerose e
isquémia do miocardio. Se os sinais de alarme atingirem a circulacao sistémica, como
ocorre na sindrome do choque séptico, sepsis e meningite, a resposta inflamatoria €
responsavel por um quadro clinico muitas vezes fatal (TRACEY, 2002).

Em condigdes normais a resposta inflamatéria do hospedeiro é programada
para terminar, garantindo que o o6rgado afetado possa voltar ao seu estado pré-

inflamatério e desempenhar sua fungdo habitual (PERRETTI, 2015). No entanto, e
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citando ABBAS et al. (2008) "Quando a inflamacao é inapropriadamente direcionada
contra os tecidos proprios ou ndo é adequadamente controlada, ela torna-se a causa
de injuria e doenca”.

O sistema imunoldgico assume um papel preponderante na propagacao e
controlo da resposta inflamatoria. Define-se imunidade como o somatorio de todos
os mecanismos de defesa presentes num organismo, cuja funcdo é protegé-lo de
agressoes, como por exemplo, as doencas infeciosas (PACHECO et al, 2012). A
resposta imunoldgica pode ser subdividida em inata/natural e adaptativa/adquirida

(Tabela 1).

Tabela 1. Diferentes carateristicas e componentes da imunidade inata e adquirida. Adaptada
de ABBAS e colaboradores (2015).

Caracteristicas
Largo espectro; reconhece )
) Restrita; reconhece
moléculas comuns a L .
. . lacionad antigénios particulares;
- microrganismos relacionados i e L
Especificidade 9 , identifica antigénios
e moléculas produzidas por ) ) .
i microbianos e nao
células lesadas do ] )
] microbianos.
hospedeiro.
Muito grande; séo
. . Limi ; ifi I roduzi r r r
Diversidade tada; codificada pela produzidos recetores po
linhagem germinativa. reconhecimento somatico
de segmentos de genes.
Memodria N3o Sim
Componentes
: . Linfocitos nos epitélios;
Barreiras Pele, epitélios das mucosas, ) )
celulares e ) o . anticorpos produzidos
.. moléculas antimicrobianas. L. o
quimicas nas superficies epiteliais.
Proteinas do Complemento, ficolinas,
plasma colectinas e pentraxinas Anticorpos
Fagocitos
Células (macroéfagos,neutrofilos), Linfocitos

células natural killer (NK)



A imunidade inata responde rapidamente a um grande, mas limitado, niUmero
de estimulos. E representada por barreiras fisicas, quimicas e bioldgicas, células
especializadas e moléculas sollveis, presentes em todos os individuos,
independentemente de contato prévio com imunogénios ou agentes agressores, e
nao se altera qualitativa ou quantitativamente apds o contato (CRUVINEL et al, 2010).

As principais células efetoras da imunidade inata sdo: macrofagos, mondcitos,
neutrdfilos, esindfilos, basofilos células dendriticas e células Natural Killer — NK. Os
seus principais mecanismos de atuacao sao fagocitose, libertacdo de mediadores
inflamatérios, ativacao de proteinas do sistema complemento, além de sintese de
proteinas de fase aguda, citocinas e quimiocinas (CRUVINEL et al,, 2010).

O sistema imune inato é ativado a partir do reconhecimento de padrdes
moleculares conservados presentes em microrganismos, chamados de PAMPs (do
inglés Pathogen Associated Molecular Receptors). Essas estruturas permitem que o
hospedeiro detecte uma vasta gama de microrganismos a partir de alguns recetores,
chamados coletivamente de recetores de padrdes moleculares ou PRRs (do inglés,
Pattern Recognition Receptors) (CARDOSO, 2012).

Diferentes classes de microrganismos, como bacterias gram negativas e gram
positivas, virus, entre outras, expressam diferentes tipos de PAMPs. Estes
componentes, presentes exclusivamente em microrganismos, podem ser acidos
nucleicos, proteinas, lipidos e hidratos de carbono complexos. Geralmente as
estruturas reconhecidos pelo sistema imune inato sdo essenciais a sobrevivéncia
microbiana (ABBAS et al., 2015).

O sistema imune inato também reconhece moléculas enddgenas libertadas
durante a injuria tecidual, conhecidas como DAMPs (do inglés, Damage Associated
Molecular Patterns). Os DAMPs podem ter origem em infecbes e/ou lesbes
assépticas. Sao exemplos destas estruturas proteinas induzidas por stresse como HSP
(Proteinas de choque térmico), cristais como urato monossédico e protéinas
moleculares como HMGB1 (High Mobility Group Box 1) (ABBAS et al,, 2015).

Os recetores de padrbes moleculares podem ser expressos em células

fagociticas ou células ndo especializadas como fibroblastos, células epiteliais e



endoteliais. Atualmente existem quatro classes de PRRs identificadas. Estas familias
incluem proteinas de membrana como receptores Toll-like (TLRs) e recetores de
lectina tipo C (CLRs), e proteinas citoplasmaticas como receptores RIG-like (RLR) e

NOD-like (NLRs) (TAKEUCHI et al., 2010) (Tabela 2).

Tabela 2. Classes de PRRs, seus PAMPS e DAMPS e suas diferentes localiza¢cbes na célula do
hospedeiro. Fonte: TAKEUCHI et al. (2010). (iE-DAP: g-D-glutamyl-mesodiaminopimelic acid;

MDP : Acido metilenodifosfonico; SAP: spliceosome-associated protein 130).

Localizaciao

Origem do ligando

TRLI Membrana plasmatica | Lipoproteina Triacil Bactérias
TRL2 Membrana plasmatica Lipoproteina Bactérias, virus,
parasitoses e propria
TRL3 Lisossomas DsRNA Virus
TRL4 Membrana plasmatica LPS Bactéria, virus e propria
TRLS5 Membrana plasmatica Flagelina Bactéria
TRLé6 Membrana plasmatica Lipoproteina diacil Bactéria, virus
TRL7 (TRLS Lisossomas ssRNA Virus, bactéria e
humano) proprio
TRLY Lisossomas CpG-DNA Virus, bactéria,
protozoario e proprio
TRLIO Lisossomas Desconhecido Desconhecido
TRLII Membrana plasmatica | Moléculas semelhantes a Protozoario
profilina
RIG-I Citoplasma Fragmentos curtos de RNA de virus, DNA de
dsRNA, 5-trifosfato virus
dsRNA
MDAS Citoplasma Frangmentos longos de RNA virus
RNA (Picornaviridae)
LGP2 Citoplasma Desconhecido RNA Virus
NODI Citoplasma iE -DAP Bactéria
NOD2 Citoplasma MDP Bactéria
Dectin-1| Membrana plasmatica B-Glucan Fungo
Dectin-2 Membrana plasmatica B-Glucan Fungo
MINCLE Membrana plasmatica SAP130 Préprio e Fungo

Com a excecao de alguns NLRs, a ligacdo dos PRRs a PAMPs e DAMPs regula

positivamente a transcricdo de genes envolvidos nas respostas inflamatorias, como
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NF-kB, fator regulador do interferdo, proteina ativadora 1, bem como a regulagdo
pos-trancricional de mRNA (KUMAGAI et al,, 2010).

Os PRRS podem atuar também como recetores de reconhecimento para o
processo fagocitico de agentes patogénicos invasores. Além dos PRRs, atuam nessa
funcdo os recetores de alta afinidade de opsoninas como anticorpos, proteinas do
sistema complemento e lectinas plasmaticas (ABBAS et al, 2015); a opsonizacao tem
por objetivo facilitar a fagocitose, através da mediacdo do processo de
reconhecimento pelas células efetoras (PACHECO et al, 2012). A fagocitose por
opsonizagao constitui uma ponte entre a imunidade inata e a adquirida, sendo os
anticorpos produzidos por linfécitos B (ABBAS et al., 2015).

A fagocitose compreende o processo pelo qual as particulas sdo reconhecidas,
ligadas a superficie celular e internalizadas em organelos, chamadas de fagossomas.
O reconhecimento por recetores, ativa numerosas vias de sinalizacdo que coordenam
alteracbes como rearranjo do citoesqueleto, cuja orientacao ocasiona 0 movimento
circunferencial da membrana para internalizar particulas a ela ligadas. Neutrdfilos e
macrofagos sdo capazes de envolver particulas maiores que a sua propria area de

superficie (STUART et al,, 2008) (Figura 1).

Pseudopod tips

/Pam O Pseudopod base
N @ _ Early —
e "/;f***\\ophagosome N\ \
A T— () . @\ (©)
@ ¥ 5 \\_

—_—
\
- //
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particle or
pathogen killing

Phagocync cup

Endosome

Figura 1. O processo de fagocitose, formagdo do fagolisossomo e destruicdo do agente
patogénico. Fonte: STUART et al. (2008).

A fagocitose € um dos principais mecanismos de suporte da imunidade inata,
sdao exemplos de fagocitos os neutréfilos e macréfagos. Quando estas células sdo
fortemente ativadas, libertam moléculas antimicrobianas para o meio extracelular.

Estes mediadores altamente potentes tém acdo indiferenciada sobre qualquer tipo de



célula, sendo inevitavel o dano colateral ao tecido do hospedeiro (ABBAS et al., 2015).

Os trés principais mecanismos antimicrobianos usados por fagécitos sao:
(1) Espécies reativas de Oxigénio: o oxigénio molecular é relativamente inerte,
mas pode ser reduzido enzimaticamente a superdxido. A produgdo de
superdxido por fagocitos profissionais requer reducao equivalente de NADPH e
coincide com um periodo de consumo rapido de oxigénio, referida como a
explosdo respiratoria (VAZQUEZ-TORRES et al,, 2001) (Figura 2). O O> = gerado
pela enzima serve como material de partida para a producao de um vasto
ndmero de agentes oxidantes reativos, incluindo halogénios oxidados, radicais

livres e oxigénio atomico (BABIOR, 1999).

20,+NADPH —> 20O, + NADP" + H*

Figura 2. Catélise da producdo de superéxido (02" ) pela NADPH oxidase. O NADPH doa
electrdes que reduzem o oxigénio. Fonte: BABIOR (1999).

(2) Oxido nitrico: sintetizado pela enzima indutivel da sintase oxido nitrico
(INOS). A iINOS é uma enzima citosolica ausente em macréfagos em repouso,
mas induzida em resposta a produtos microbianos que ativam TLR. A iNOS
catalisa a conversao de arginina a citrulina, com liberacdo do radical gasoso
oOxido nitrico de difusdo livre (ABBAS et al, 2015). Estudos em ratinhos
Knockout mostram que a funcao cooperativa e redundante de ROS e 6xido
nitrico tornam os animais menos suscetiveis a infecdes por salmonella
(VAZQUEZ-TORRES et al, 2001), Coxiella burnetii (BRENNAN et al, 2004) e
Mycobacterium tuberculosis (ADAMS et al, 1997) do que aqueles que

expressam apenas a oxidase fagocitaria ou a iNOS.

(3) Enzimas proteoliticas: sao produzidas diversas enzimas proteoliticas nos
fagoliossomos de neutrofilos e macrofagos, sendo uma das mais importantes
a elastase. BELAAOUAJ e colaboradores (1998) compara a resposta de ratinhos

deficientes em elastase com ratinhos normais, apds infecdo por Klebsiella



pneumoniae, E. Coli e S. Aureus; e conclui que os modelos animais deficientes
em elastase tem menor atividade bactericida para Klebsiella pneumoniae e E.
Coli; mas para S. Aureus ndo houve diferengas entre os dois grupos,
mostrando assim a importancia da elastase para a morte de bactérias gram-
negativas. Outro estudo mostra que ratinhos deficientes em elastase sao

susceptiveis a infecao por Aspergillus fumigatus (TKALCEVIC et al., 2000).

Apos o englobamento e morte dos microrganismos, os leucocitos fagociticos,
especialmente as células dendriticas, expressam a superficie celular peptideos
associados a moléculas do complexo major de histocompatibilidade ou MHC (do
inglés Major Histocompatibility Complex). Os peptideos associados a MHC sdo
reconhecidos por linfécitos T, iniciando uma resposta imune adaptativa. Assim, a
fogocitose atua nas células efetoras da imunidade inata e € também responsavel pela
ativacao da imunidade adquirida (GREENBERG et al,, 2002, JUTRAS et al., 2005).

A imunidade adaptativa é baseada em recetores gerados por mecanismos
somaticos durante a ontogénese individual de cada organismo. Estes mecanismos
geram um repertorio diverso de recetores antigénicos com variagoes especificas, que
sdo clonalmente distribuidos em dois tipos de linfécitos: células T e células B
(MEDZHITOV et al., 1997).

Além do processo induzido por infecbes a resposta inflamatoria pode estar
associada a outros agentes causadores. Segundo CHOVATIYA e colaboradores (2014),

a resposta inflamatéria pode ser provocada por dois tipos de estimulos (Figura 3):

1) Grandes desvios nos mecanismos reguladores da homeostasia tecidual,
como numero de células por compartimento tecidual, posicao das células, niveis
de Oy, niveis de nutrientes, pH do fluido intersticial, entre outros. Este tipo de
inflamacdo é uma extensdao do stresse celular, presente em muitas doencas
inflamatérias crénicas. Na obesidade, por exemplo, a capacidade de

armazenamento de gordura pelos adipocitos é excedida, resultando em stresse



tecidual com producao de citocinas inflamatdrias, que iniciam e perpetuam um
estado inflamatério.

2) Presenca de estimulos patogénicos, toxinas, alergénios ou lesao tecidual
que afetam indiretamente os mecanismos reguladores e perturbam a
homeostasia, induzindo a inflamacao aguda, que em alguns casos evolui para

inflamacgao crénica.
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Figura 3. Vias de indugdo da resposta inflamatéria a partir dos agentes indutores. O stresse é
causado por um desvio extremo dos mecanismos reguladores da homeostasia a partir dos
valores normais, e a resposta de defesa é originada por uma alteracdo que pode causar
desvio dos mecanismos reguladores. Adaptado de CHOVATIYA et al. (2014).

O processo inflamatério pode ser classificado como agudo ou cronico
dependendo do agente causal, da sua duracdao e das caracteristicas celulares. A
resposta inicial a uma injuria tecidual pode ser tanto uma inflamacao aguda quanto
crénica. Quando o processo inicial € uma inflamacdo aguda, e nao se obtém
resolucao, a resposta inflamatoria persiste e adquire novas caracteristicas celulares. E
se estas modificacdes ainda forem insuficientes, ocorre uma conversao para o estado
inflamatdrio cronico (MEDZHITOV, 2008).

Consideraveis progressos tém sido feitos na elucidagdo dos eventos celulares e

moleculares envolvidos na resposta inflamatoria aguda. No que se diz respeito a



inflamagdo crénica tais mecanismos ainda permanecem pouco conhecidos,

principalmente aqueles ligados a inflamagao sistémica (MEDZHITOV, 2008).

1.1. Resposta inflamatdria aguda

A resposta inflamatdria aguda pode-se desenvolver em minutos ou horas e
perdurar por dias. Envolve um envio coordenado de proteinas do plasma e leucécitos
da circulagdo sanguinea para os locais de infecdo ou lesdo tecidual (ABBAS et al,
2008). Em casos de infecdes, estabelece-se meméria imunolégica de forma que o
hospedeiro desenvolva uma resposta mais rapida e especifica se houver uma futura
invasao pelo mesmo agente patogénico (GILROY et al, 2015).

A inflamacao aguda é classicamente induzida por infe¢des, toxinas, alergénios
ou lesao tecidual. O processo inicia-se com a libertacao de quimiocinas e mediadores
solUveis a partir de células locais, incluindo células endoteliais vasculares, células
dendriticas, macréfagos e fibroblastos intersticiais. Estes eventos modulam as
proteinas de adesao local e geram um gradiente quimiotatico que recruta células a

partir da circulagdo sanguinea (FUJIWARA et al., 2005) (Figura 4).

Ativagao das integrinas  Adesao Migracao através
Rolamento pelas quimiocinas _estavel do endotélio
Louctoios 3 [\ ] itegrina (estado l
[ Yr?| de baixa afinidade)
Fluxo SWWI'M P>

N Ligante de selectina S >
M | Integrina (estado

% = %ﬂ de alta afinidade)

Quimiocina X
Selectina N - '
‘ M \ | IR ; W‘] Mt f'l' yl ¢ ¢
S S Ligantede @ o :
- integri
glicano ! ~ ngs = g & & )
) . A
o 5) ® ®D @ (3\Ouimiocinas D%’@@F— ! .v*‘/@
itocinas g 4
(TNF, IL-1) : . oea b
Macréfagos estimulados Fibrina e fibronectina—— ©
por micro-organismos (matriz extracelular)

Figura 4. O endotélio ativado dos vasos sanguineos permite o extravasamento seletivo de
neutrofilos. Tal seletividade é proporcionada pela ligagdo de alta afinidade de selectinas das
células endoteliais a integrinas presentes nos leucécitos devido a ativagdo por quimiocinas.
Fonte: ABBAS et al. (2015).



O sistema imune inato é o maior contribuinte para a inflamacdo aguda induzida
por infecbes ou danos teciduais (TAKEUCHI et al, 2010). As células efetoras sdo
estimuladas por recetores de reconhecimentos padrao. Os recetores toll-like sao os
mais amplamente estudados e sao considerados como sensores primarios de agentes
patogénicos (KUMAR et al., 2011).

Os TLRs sao proteinas transmembranares do tipo | com dominio extracelular
contendo uma série de repeticdes ricas em leucina que medeiam o reconhecimento
de PAMPs. Foram identificados 12 tipos funcionais de TRLs em humanos (KAWAI et
al, 2010).

Os TLRs podem ser divididos em dois subgrupos dependendo de sua
localizagdo celular e ligandos PAMPs. O primeiro grupo é composto por TLR1, TLR2,
TLR4, TLR5, TLR6 e TLR11, expressos em superficie celular, onde reconhecem
principalmente componentes de membrana microbiana como lipidios, lipoproteinas e
proteinas; o segundo grupo é composto de TLR3, TLR7, TLR8 e TLR9, expressos em
vesiculas intracelulares como reticulo endoplasmatico, endossomos, lisossomos e
endolisossomos, onde reconhecem acidos nucléicos microbianos (KAWAI et al., 2010)
(Figura 5).

A resposta imune inata a um determinado microrganismo reflete uma
integracdo de respostas de muitos TLRs a diferentes moléculas produzidas pelos
mesmos (FUJIWARA et al,, 2005). Os produtos microbianos que estimulam os TLRs
incluem os lipopolissacarideos (LPS) de bactérias gram-negativas (TLR-4);
peptideoglicano, acido lipoteicdico e lipoarabinomanano de bactérias gram-positivas
(TLR-2); flagelina (TLR-5); e motivos CpG bacterianos ndao metilados (TLR-9)
(FUJIWARA et al., 2005).

Os TRLs expressos em vesiculas intracelulares sdo responsaveis principalmente
pela resposta imune viral. O TLR3 reconhece RNA de cadeia dupla (dsRNA) de virus
em replicacdo e o acido poliinosinico-policitidilico (poly (1:C)), induzindo uma
resposta imune viral. O TLR7 reconhece RNA de cadeia simples (ssRNA) derivado a
partir de virus como influenza A e o virus da imunodeficiéncia humana. O TLR8

reconhece RNA de cadeia simples (ssRNA). O TRL9 reconhece motivos de DNA 2-
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deoxy ribo(citidina-fosfato guanosina) desmetilados frequentemente presentes em

bactérias e virus (KAWAI et al., 2010).
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Figura 5. Diferentes tipos de recetores Toll-like, seus ligandos e vias de transducdo na
célula do hospedeiro. Fonte: BOWIE et al. (2013).

As respostas mediadas por TLR ativam, entre outras, a via de sinalizagcao do
NF-kB. As proteinas NF-kB sdo fatores de transcricdo envolvidos na maioria das
respostas do sistema imune relacionadas com stresse e inflamagdo. A ativacao dos
TLRs desencadeiam uma ubiquitinagdo multiproteica e uma cascata de fosforilagbes
que libertam o NF-kB de um complexo protéico inibidor, possibilitando a sua
translocacdo para o nucleo, com consequente transcricdo de centenas de genes alvo

(ALBERTS et al, 2009) (Figura 6).
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Figura 6. Ativacdo da via de transducao do NF-kB. A ligagcdo LPS - TLR-4 induz uma cascata
de reagdes enzimaticas que culminam com a transcricio de genes alvo. Adaptado de
ALBERTS (2009).

Dentro do grupo de proteinas sintetizadas em resposta ao NF-kB, incluem-se
citocinas pré-inflamatorias (IL-1, IL-2 e TNF-a), moléculas de adesdo endotelial e
proteinas envolvidas em mecanismos microbicidas, incluindo a INOS (FUJIWARA et
al, 2005). Quando ativado, o NF-kB é ainda responsavel pela expressdao da sua
proteina inibidora IkBa que mantém o fator de transcricao NF-kB inativo no citosol de
células em repouso, criando um circuito de retroalimentacao negativa (ALBERTS et al,
2009)

As citocinas pro-inflamatérias tém muitos efeitos locais e sistémicos que
contribuem para a defesa do hospedeiro. A febre, por exemplo, apesar de nao se
conhecer com detalhe os mecanismos celulares e moleculares subjacentes, tem a
funcdo de ajudar a combater a infecdo, pois a maioria dos agentes patogénicos

bacterianos e virais proliferam melhor a temperaturas mais baixas, enquanto a
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resposta imune adaptativa é mais potente a temperaturas mais altas (ALBERTS et al.,

2009) (Figura 7).
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Figura 7. Exemplos da acdo pro-inflamatéria de citocinas e quimiocinas. Além dos efeitos
locais e sistémicos benéficos, as citocinas podem afetar alguns tecidos e 6rgaos, gerando
efeitos patologicos. Fonte: ABBAS e colaboradores (2012).

A inflamacdo aguda pode resultar de trauma tecidual, na auséncia de
microrganismos, recentemente referida como inflamacao estéril. A inflamacao estéril
também é marcada pelo recrutamento de neutrofilos e macrofagos. Os PRRs
reconhecem e ativam vias pro-inflamatorias a partir de componente nao infeciosos
que podem causar dano tecidual ou através de DAMPs, que funcionam da forma
similar aos PAMPs (CHEN et al., 2010).

A eliminagdo do componente que causou o insulto original geralmente
corresponde ao fim da resposta inflamatdria aguda. A transicdo para o estado
homeostatico é um processo ativo e regulado, conhecido como resolucao da
inflamagdo. Se o agente causador ndo é eliminado, a fase de resolucao pode nao ser

induzida e um estado inflamatério cronico podera surgir (MEDZHITOV, 2010).
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1.2. Resposta inflamatdria cronica

A inflamagdo cronica perdura por semanas, meses ou anos e mantém
simultaneamente a inflamacao, destruicao e reparacao tecidual com angiogénese e
fibrose. Ela pode seguir-se a inflamacdo aguda ou pode iniciar-se insidiosamente,
como uma resposta latente de baixo grau, causando doengas como a artrite

reumatoide, aterosclerose, tuberculose e fibrose pulmonar (ABBAS et al, 2008)

(Figura 8).
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Figura 8. Agentes indutores da inflamagdo e respectivas consequéncias no hospedeiro.
Diferentes estimulos geram uma resposta inflamatoria, cujos papéis fisiologicos e as
consequéncias patoldgicas sao diferentes. Adaptado de Medzhitov (2008).

Para KOTAS et al (2015), as doencas da sociedade atual, como Alzheimer,
diabetes tipo 2, autoimunidade e alergias apresentam duas caracteristicas em
comum: envolvem desequilibrio homeostatico e sao quase universalmente ligadas a
inflamacéo crénica. O aumento da incidéncia dessas doencas esta associado a
drasticas mudancas na interacdo homem-meio, onde os genes evolutivamente

selecionados para protecao contra infecOes, injuria, fome e predadores, podem
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agora, na auséncia de alguns desses desafios, contribuir para o surgimento de tais
patologias (KOTAS et al, 2015).

Histologicamente, a inflamacdo crénica é caracterizada pela presenca de
linfocitos e macrofagos, proliferacao de vasos sanguineos, fibrose e necrose tecidual
(FUJIWARA et al, 2005). Durante esta fase da inflamacao, a libertacdo de citocinas
resulta na quimiotaxia, ativacdo e retencdao de macréfagos no local inflamatorio. Tais
células sintetizam cronicamente baixos niveis de IL-1 e TNF-a, responsaveis por
alguns sintomas clinicos como anorexia, caquexia, sonoléncia e leucocitose (FEGHALI
et al, 1997).

A ativagdo dos macrofagos resulta em dano tecidual, devido aos altos niveis de
enzimas lisossomicas, ROS e NO, constituindo uma das marcas da inflamacao crénica.
A destruicdo tecidual continua pode, por si s, ativar a cascata inflamatoria, de modo
que as caracteristicas de ambas as inflamacdes, aguda e crdnica, poderdao coexistir
em certas circunstancias (ABBAS et al., 2008).

A ativacdo do NF-kB também esta associada a numerosas doencas inflamatorias
cronicas e cancro. Evidéncias experimentais sugerem um papel central do NF-kB
tanto na fase de iniciacdo como na perpetuacdo da inflamacdo crénica (MAKAROV,
2000).

Estudos cientificos recentes sustentam que varias doencas do foro oncolégico
sao iniciadas a partir de infecoes: mais de 20% de todos os tipos de cancro estdo
ligados a infecdo cronica (AGGARWAL et al., 2009). Na resposta inflamatoria cronica a
presenca concomitante de inflamagdo e regeneracdo tecidual, permite que o
peroxinitrito, produzido durante a reagdo entre espécies reativas de nitrogénio e
oxigénio, interaja com o DNA do epitélio em proliferacdo resultando em
permanentes alteracdes gendmicas como mutagdes, delecbes e/ou rearranjos
(COUSSENS et al., 2002) (Figura 9).

O fator nuclear NF-kB e o STAT3 sao os dois fatores de transcricao mais
relevantes na ativacdo das vias inflamatorias e desempenham papéis importantes na

tumorogénese, pelo que representam atrativos alvos terapéuticos para a prevencao e
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terapia do cancro. O STAT3 é um fator de transcricdo latente que medeia a

transcricdo de citocinas e fatores de crescimento (AGGARWAL et al.,, 2009).
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Figura 9. (A) Influéncia ciclica da inflamacdo na iniciagdo do tumor. As espécies reativas de
nitrogénio e oxigénio agem diretamente no DNA induzindo mutacdes. (B) Citocinas e
guimiocinas induzem fatores de transcricdo nuclear que criam um ambiente favoravel para o
surgimento e manutencao do tumor. Adaptado de GRIVENNIKOV et al. (2010).

1.3. Farmacos anti-inflamatoérios

1.3.1. Anti-inflamatdrios nao esterdides (AINEs)

Em 1897, inspirado pelo efeito do salicitato presente em extratos vegetais,
Felix Hoffman criou a aspirina. A habilidade deste farmaco anti-inflamatério nao
esterdide (AINE) em reduzir a dor, inflamacéao e febre tornou-o um dos farmacos mais

vendidos da historia (DINARELLO, 2010) (Figura 10).

O. OH 0. OH
OH o?)/(:H3
(1) (2)

Figura 10. Estrutura do salicitato (1) e seu derivado acetilado, acido acetilsalicilico (2).
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Apesar do amplo uso de anti-inflamatorios ndo esterdides ao longo do ultimo
século, o seu mecanismo de acao so foi clarificado em 1971, quando John Robert
Vane publicou que a atividade anti-inflamatoria dos AINES estava ligada a sua

capacidade de inibi¢do da enzima ciclooxigenase (COX) (VANE, 1971).
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Figura 11. Formacao de eicosandides a partir dos fosfolipidos membranares. Adaptado de

SOROKIN (2011).

As enzimas COXs sintetizam eicosanodides que desempenham, entre outras
agoes especificas a nivel celular, a atividade pré-inflamatoria. A etapa limitante para a
producdo de eicosandides € a ativacdo da fosfolipase A2, que produz acido
araquidodnico (AA) a partir dos fosfolipidos membranares. O AA libertado é ciclizado e

reduzido pela COX originando PGH2 que, através de sintases especificas e expressas

17



em diferentes células, como a PGE sintase, PGl sintase e a Tromboxano sintase,
origina diversos eicosanoides com atividade pré-inflamatoéria (KATORI et al, 2000)
(Figura 11).

A Cicloxigenase apresenta-se sob duas isoformas distintas, COX-1 e COX-2. A
COX-1 € expressa constitutivamente na maioria das células e produz principalmente
prostandides de fungdo fisiolégica normal. A COX-2, ao contrario, é induzida por
citocinas, stresse e fatores de crescimento e é a principal fonte de prostandides na
inflamacéo e cancro. Ha processos fisioldgicos e fisiopatoldgicos em que essas

enzimas atuam em coordenacao (BRUNTON et al,, 2011) (Tabela 3).

Tabela 3. Diferentes fun¢des das prostaglandinas produzidas pela COX-1 e COX-2.

Prostaglandinas

COX-1 COX-2
Geralmente funcdes Geralmente funcdes
fisiolégicas fisiopatologicos
Proteggo da_mucosa Edema
digestiva
Controle do fluxo . :
. Hiperalgesia
sanguineo renal
Hemostasia Febre

Funcdes importantes no
Contribui para Hiperalgesia sistema nervoso,
reprodutor e renal.

As prostaglandinas sdo importantes mediadores pro-inflamatorios, fato
evidenciado pela eficacia e amplo uso de inibidores de COX como anti-inflamatorios.
Praticamente todos os AINES, incluindo inibidores seletivos de COX-2, apresentam
atividade antipirética, analgésica e anti-inflamatéria. Os AINES sdo wusados
principalmente no tratamento de patologias do foro musculo-esquelético, tais como
artrite reumatoide e osteoartrite, apresentando claros beneficios terapéuticos em

patologias associadas a hiperalgesia e inflamacao. No entanto, ndo sédo considerados
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medicamentos anti-reumaticos modificadores da doenca (DMARS, do inglés Disease-
Modifying Antirheumatic Drugs) (BRUNTON et al,, 2011).

Devido a ampla variedade de fun¢des dos prostandides na resposta fisiologica
normal, a sua supressao através da inibicdo das COXs leva a efeitos adversos
indesejaveis. Individuos tratados com AINES por curtos periodos de tempo podem
ter efeitos adversos ao nivel do trato gastrointestinal e renal. Cerca de 25% das
pessoas que usam AINES apresentam efeitos adversos e mais do que 5%
desenvolvem sérios problemas de saude (TURINI et al., 2002).

Apds a descoberta da COX-2 em 1991, passaram a ser sintetizados farmacos
seletivos para essa enzima com o objetivo de se obterem compostos mais potentes e
com menos efeitos secundarios. Os COXIBs (rofecoxibe, valdecoxibe, celecoxibe)
tornaram-se disponiveis no mercado a partir de 1999 e apresentavam reduzida
toxicidade gastrointestinal. No entanto, em 2004 e 2005 dois destes trés
medicamentos comercializados foram retirados do mercado e os celecoxibes
passaram a ter tarja preta na embalagem, pois o uso prolongado mostrou alteragoes
renais e hemostaticas, aumentando o risco de enfarte do miocardio e trombose

(LAMANO-CARVALHO, 2007) (Tabela 4).

Tabela 4. Relacdo entre a seletividade de inibidores de COX e risco de efeito cardiovascular.
Adaptado de MELNIKOVA (2005).

Relagdo da seletividade

Farmaco Efeito Cardiovascular

COX-2/COX-1
Inibe COX -1 e COX-2, .
Naproxeno o Baixa
pequena seletividade
D_lclo_fenaco, ibuprofeno, Inibe COX -1 & COX-2,
piroxicam , cetoprofeno, o Moderada
. . pequena seletividade
indometacina
Celocoxibe 30 Moderada
Refecoxib 276 Alta
Valdecoxib 261 Alta
Etoricoxib 344 Alta
Moderada até 1 ano
Lumiracoxib 433 (dados de longo periodo

nao disponiveis)
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1.3.2. Anti-inflamatoérios esteroéides

Os corticosterdides enddgenos sdo sintetizados pelo cortex das glandulas
suprarrenais por inducdo da hormona adrenocorticotréfica (corticotrofina) (ACTH)
libertada pela hipofise (Figura 12). Os corticosterdides e seus derivados sintéticos
biologicamente ativos podem ser do tipo glicocorticdide e mineralocorticoide. Os
glicocorticéides desempenham fun¢des metabdlicas e os mineralocorticoides atuam

na regulacdo do equilibrio hidroelectrolitico (ERRANTE et al, 2015).
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Figura 12. Libertacdo do cortisol pelas glandulas suprarrenais e mecanismos de
retroalimentacao.

Os glicocorticoides sao usados na pratica clinica em diferentes quadros
patoldgicos. O seu efeito anti-inflamatorio é usado em doencas como asma e artrite
reumatoide e o seu efeito imunossupressor apresenta interesse terapéutico em
doencas autoimunes como LUPUS e em transplante de 6rgaos (CZOCK et al., 2005).

Os anti-inflamatorios esteroides reduzem a inflamagao por varios mecanismos

celulares e moleculares, nomeadamente através da reducao da expressao de genes
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induzidos por citocinas. Os glicocorticdides atravessam a membrana celular e ligam-
se a um recetor esterdide citoplasmatico, que sofre translocacao para o nucleo onde
reconhece sequéncias especificas de DNA. O maior efeito da ligagdo ao DNA do
complexo glicocorticoide/recetor é inibir a ativacdo transcricional dos genes
regulados por NF-kB e pela proteina ativadora 1(AP-1), nomeadamente os genes que
codificam as proteinas COX-2 e iNOS (DINARELLO, 2010).

Os glicocorticoides sdo usados na pratica clinica em diferentes quadros
patoldgicos. O seu efeito anti-inflamatorio é usado em doencas como asma e artrite
reumatoide e o seu efeito imunossupressor apresenta interesse terapéutico em
doencas autoimunes como LUPUS e em transplante de érgaos (CZOCK et al., 2005).

Os anti-inflamatdrios esterdides reduzem a inflamagdo por varios mecanismos
celulares e moleculares, nomeadamente através da reducao da expressao de genes
induzidos por citocinas. Os glicocorticdides atravessam a membrana celular e ligam-
se a um recetor esterdide citoplasmatico, que sofre translocagdo para o nucleo onde
reconhece sequéncias especificas de DNA. O maior efeito da ligagdo ao DNA do
complexo glicocorticoide/recetor é inibir a ativagdo transcricional dos genes
regulados por NF-kB e pela proteina ativadora 1(AP-1), nomeadamente os genes que
codificam as proteinas COX-2 e iNOS (DINARELLO, 2010).

Os anti-inflamatérios esterdides também atuam induzindo a sintese de
lipocortina e p11/calpactina que inibem a enzima fosfolipase A2, impedindo a
producdo de acido araquiddénico e, consequentemente, o efeito das enzimas
cicloxigenases e lipoxigenases; concomitantemente ativa antagonistas dos recetores
de IL-1 (ERRANTE et al, 2015).

Como os glicocorticdides exercem os seus efeitos sobre quase todos os
sistemas fisiologicos, clinicamente esses medicamentos estdo associados a varios
efeitos adversos graves, sendo alguns potencialmente fatais. Devido a estes fatos, o
uso clinico de corticosterdides impdem uma reflexdo cuidadosa da relagéo

risco/beneficio personalizada para cada paciente (SCHIMMER et al., 2006) (Tabela 5).
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Tabela 5. Complicacbes comuns decorrentes do uso sistémico de corticosteroides. Adaptada

de

22

POETKER et al. (2010).

Efeitos adversos corticosteroides Observacoes

Sindrome de Cushing; Obesidade troncal;
tecido adiposo facial e dorsocervical.

Hiperglicémia

Infecdes

Cicatrizacao de ferimentos

Reducdo da densidade Ossea e necrose
avascular

Catarata e Glaucoma
Equimoses, fragilidade epitelial
Ulcera péptica

Supressao da adrenal
Efeitos cardiovasculares

Psiquiatrico

Incidéncia e dose requerida variavel

Valor de glicemia varidavel e ndo bem
caracterizado

Uso prolongado; efeitos

leucocitos

multiplos em

Reduz a fagocitose e producdo de citocinas;
atrasa a reepitelizacao, reduz a resposta de
fibroblastos, proliferacdo capilar e inibe a
sintese de colagénio.

Pode ocorrer poucos meses depois da sua
administragdo; descrito para doses de 290
mg de prednisolona

Normalmente requer meses ou anos de uso;
mais de 5% desenvolve aumento de pressao
com semanas.

Normalmente reversivel com a
descontinuacao

Nao ha evidéncias conclusivas

Doses variadas

Causas nao esclarecidas

- Efeitos de média intensidade tém

incidéncia de 27.6 % (ansiedade, hipomania,
insonia, letargia e irritabilidade);

- Efeitos severos tém incidéncia de 5.7%:
(mania, depressao e agressividade) .



1.3.3. Farmacos biolégicos imunomoduladores

Algumas doengas inflamatorias crénicas podem ser classificadas como
autoimunes ou auto-inflamatérias. As doencgas autoimunes sdo caracterizadas por
disfuncao das células T, onde a auto reatividade € mantida por citocinas como o fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a), o interferdao gama (IFN-y) e a interleucina 23 (IL-23).
Sao exemplos de doencas inflamatérias autoimunes a artrite reumatoide, doencas
inflamatdrias intestinais e psoriase. As doencas auto-inflamatoérias sdo causadas por
disfuncdo em macréfagos, cujo mecanismo esta ligado ao aumento da secre¢do de
IL-1. Sédo exemplos de doencas auto-inflamatérias a doenca de Behcet e a doenca
multissistémica inflamatdria de inicio neonatal (NOMID, do inglés Neonatal Onset
Multisystem Inflammatory Disease) (DINARELLO, 2010).

Apos décadas de estudo, os biofdrmacos apresentam-se com uma estratégia
terapéutica atrativa para o tratamento dessas doencas. Existiam no mercado, até
2015, 18 farmacos bioldgicos imunomoduladores aprovados para doencgas
autoimunes e auto-inflamatoérias. (Tabela 6). Os biofarmacos anti-TNF e anti- IL-1
constituem a maioria dos imunomoduladores aprovados, sendo utilizados
principalmente no tratamento de artrite reumatoide, esclerose multipla e doencas

gastrointestinais (OSTROV, 2015).
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Tabela 6. Farmacos biolégicos aprovados para doencas autoimunes e doengas auto-
inflamatorias. (MAB: Anticorpo monoclonal; JAK: Janus Kinase, FAB: fragmento de Anticorpo;
CTLA-4: antigénio 4 dos linfécitos T citotoxicos; RA: Artrite Reumatoide; AS: Espondilite
Anquilosante; JIA: artrite idiopatica juvenil; MS: Esclerose multipla; PsA: Artrite psoriatica;
CAPS: Sindrome periddica associada a Criopirina; BLys: Estimulador de linfécito B; UC: Colite
ulcerativa). Fonte: OSTROV (2015).

: - . Alvo e mecanismos
Medicamento Uso clinico Tipo ~
de acdo

CTLA-4 blogueador de

Abatacept RA, JIA poliarticular . ~ Inibicdo de CD28
co-estimulagao
. RA, Psoriase, AS, -
Adalimumab PSA CrD. JA MAB humano Inibidor de TNFa
Anakinra RA, CAPS Proteina recombinante Recetor a::_tj':llgonlsta de
Belimumab LUPUS MAB humana Inibidor de BLyS
Canakinumab CAPS, JIA MAB humana Inibidor de IL-1
Certolizumab RA, AS, PsA, CrD FAB humanizado Inibidor de TNFa
Etanerceot RA, JIA, Psoriase, Proteina de fusdo do | Antagonista soltvel do
anercep PsA, AS Recetor recetor de TNF-a
. RA, Psoriase, AS, 0
Golimumab PsA, CrD, UC MAB humana Inibidor de TNFa
Infliximab RA AS(’:FS A UC, MAB quimérica Inibidor de TNFa
) - . Ligacdo a Recetores
INFB 1a (Refib) MS Inibidor de citocina INF tipo 1
- o Ligacédo a Recetores
INFB 1b ( Betaseron) MS Inibidor de citocina INF tipo 1
- " Ligacdo a Recetores
INFB 1a (Avonex) MS Inibidor de citocina INF tipo 1
Natalizumab CrD, MS MAB humanizada Inibidor de integrina a -4
. . Alvo do recetor
Rilonocept CAPS Protem;ae(c:ist:‘)lisao do heterodimero
IL-1-R1/IL-RACP
. RA, ANCA associada L Inibidor do recetor
Rituximab a vasculite MAB quimérica CD20 em células B
Tocilizumab RA JIA pczlla_rtlcular € MAB humanizada Inibidor do recetor IL-6
sistémica
Pequenas moleculas, Blogueador especifico
Tofacitinib RA |n|b|do_r de Janus da via JAK-STAT
kinase
Anticorpo anti-p40;
Ustekinumab Psoriase e CrD MAB humanizada células inibidoras

Th1/Thl7
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1.3.3.1. Terapia anti-citocinas

A terapia anti-citocinas foi iniciada por Simon Skurkovich, em meados da
década de 70, quando a partir da detecao de interferdo em pacientes com doencas
auto-imunes, Skurkovich propos que sua neutralizacao poderia ter efeito terapéutico.
Outro marco na terapia anti-citocina foi a demonstracdo, por BRUCE BEUTLER e
colaboradores, em 1985, que a administracdo de anticorpos anti-TNF-o a ratos os
protegia contra sepsis de origem bacteriana (TAYAL et al,, 2008).

As citocinas compdem a resposta imune inata e a sua inibicio é uma
estratégia terapéutica que tem sido alvo de estudo nos ultimos anos. Embora a sua
funcao primordial seja protecdo do hospedeiro e reparo tecidual, estes mediadores
estao envolvidos na fisiopatologia de diversas doencas, constituindo, deste modo,
alvos atrativos para terapia (DINARELLO, 2010).

As principais moléculas estudadas nos tratamentos anti-citocinas sdo TNF-a e
IL-1, em parte, devido ao papel central que desempenham na disfun¢do de multiplos
6rgaos induzida por endotoxemia. Varios estudos demonstram aumento na
sobrevida de modelos pré-clinicos de bacteremia gram-negativa e endotoxemia
quando a atividade destas citocinas é bloqueada por anticorpos (ABRAHAM, 2002).

A terapia anti-TNF tem modificado o decurso de doengas como artrite
reumatoide, artrite idiopatica juvenil (JIA) e doencas inflamatdrias intestinais. Tem-se
observado o aumento do numero de pacientes em remissao clinica e reducdo em
hospitalizacdes, especialmente quando usado em combinag¢des com outros farmacos,
nomeadamente o metotrexato para JIA e artrite reumatoide e a 6-mercaptopurina na
doenca de Crohn. O Bloqueio de IL-1 tem demonstrado efeito terapéutico em
doencas como JIA e doenga de Still iniciada em adultos (OSTROV, 2015).

Os agentes anti-citocina por suprimirem a imunidade estao relacionados com
varias reacOes adversas. Cerca de 18% dos doentes tratados com infliximab ou
etanercept apresentam infecdes graves (KROESEN et al, 2003) e em mais de 33% dos
doentes tratados com etanercept foram detetadas reacdes (eritema, prurido, dor ou

edema) no local da injecdo (KRENSKY et al., 2005).
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1.3.3.2. Inibidores da via NF-kB

A capacidade de controlar multiplos genes envolvidos em doengas
inflamatorias, doencas autoimunes e cancro, enfatizaram a relevancia do fator de
transcricdo NF-kB como um alvo terapéutico atrativo, conduzindo a identificacao de
inibidores desta via de sinalizacdao (FRASER, 2006). Estdao descritos mais de 700
inibidores do NF-kB, alguns como inibidores gerais desta via, outros tendo como alvo
uma etapa especifica ou multiplos alvos ao longo da via (GUPTA et al,, 2010) (Figura

13).

Inibigao do recetor
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Ubiquitinagao e degragao
proteossomica
Retencao citoplasmatica

Translocacgéo
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Inibi¢ao do factor de transcrigao ‘ | Genes alvo

NF-kB

Figura 13. Estratégias para inibicdo da via de sinalizagdo do NF-kB. Fonte: GILMORE et al.
(2010).
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Existem muitas moléculas descritas na literatura capazes de modular o NF-kB,
no entanto, atuam geralmente sob condi¢des especificas, como em modelos
celulares, ou requerem doses elevadas para alcancarem o efeito supressor. Como
consequéncia, apenas um numero reduzido esta atualmente a ser avaliado em
ensaios clinicos (LIN et al, 2014).

Os glicocorticéides e varios anti-inflamatérios ndo esterdides disponiveis no
mercado modulam a atividade do NF-kB, a aspirina, por exemplo, funciona como
inibidor competitivo de IKK. No entanto, estes medicamentos nao sao especificos e
requerem altas concentragdes que induzem, simultaneamente, efeitos toxicos (TAK et
al, 2001). Diversos estudos recentes visam identificar compostos que inibam
seletivamente a via do NF-kB. Um grande numero de derivados de plantas tém
demonstrado atividade inibitoria sobre este fator de transcricdo, incluindo ligninas,
sesquiterpenos e polifendis (NAM, 2006).

A maioria dos inibidores disponiveis da via do NF-kB alvejam componentes do
complexo IKK, uma vez que este desempenha um papel chave na regulagdo da via de
sinalizacdo em questdo, além do reconhecido valor terapéutico de inibidores
sintéticos das proteinas cinase (GILMORE et al., 2010).

O bloqueio da atividade do NF-kB em modelos de doencas inflamatdrias,
autoimunes e oncoldgicas in vitro e in vivo tem demonstrado beneficio terapéutico
no controlo dessas doencas, apesar dos potenciais efeitos adversos relacionados com
a forte inibicdo de NF-kB (HAYDEN et al, 2012). De fato, o NF-kB é requerido para
diversas func¢des constitutivas das células, nomeadamente resposta a estimulos,
proliferacao celular e morte celular, regulagdo da comunicacao entre células, bem
como ligagao com outras vias de sinalizacdo intracelular. Deste modo, a inibicdo do
NF-kB podera estar associada a efeitos adversos, como supressao imunoldgica e
dano tecidual (FRASER, 2006).

A otimizagdo de parametros farmacocinéticos pode alterar o nivel e a duragao
da inibicdo do fator de ativacdo nuclear NF-kB e, consequentemente controlar

respostas imunes e apoptéticas (FRASER, 2006). Para HAYDEN et al. (2012):
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"As pesquisas comecam a focar-se em seletivas funcbes de NF-kB e
membros da familia IkB, e a medida que progredimos em dire¢do a uma
melhor compreensdo dos mecanismos que regem a ativacao de IKK em
contextos patoldgicos, o optimismo do passado e ambivaléncia atual sobre
a utilidade terapéutica do bloqueio NF-kB sera substituido por sucessos
terapéuticos do mundo real ".

Diante da gravidade e extensao das doengas inflamatérias e os efeitos
adversos relacionados com o uso dos anti-inflamatérios disponiveis no mercado,
urge a necessidade de desenvolvimento de novos farmacos anti-inflamatérios

potentes e com reduzidos efeitos adversos.

2. Compostos fendlicos

2.1. Farmacos de origem natural

A humanidade sempre recorreu as plantas para o tratamento das suas
enfermidades. Ao longo da histéria adquiriu-se um conhecimento empirico acerca da
toxidade e atividade dos produtos naturais (PN), conhecimento este que foi
perpetuado ao longo das geracbes e esta atualmente presente tanto na medicina
tradicional quanto na medicina classica (PROENCA DA CUNHA et al., 2009).

Os PNs foram responsaveis pela maior fonte de diversidade quimica usada
como matéria-prima na descoberta de farmacos ao longo do Ultimo século. Muitos
PNs e produtos naturais modificados por sintese tém sido desenvolvidos com
sucesso para o uso clinico no tratamento de doencas humanas em quase todas as
areas (BAKER et al.,, 2007).

Os produtos naturais podem ser classificados em 3 grupos: PNs, PNs semi-
sintéticos, ou derivados de PNs. PNs semi-sintéticos sdo compostos derivados a partir
de um produto natural usando semi-sintese, enquanto os derivados de PN sao
compostos sinteticamente derivados, ou em alguns casos, inspirados em produtos
naturais modelos (BUTLER, 2008).

Os produtos naturais representam uma importante fonte de medicamentos
(BAKER et al, 2007). Aproximadamente 25% dos farmacos prescritos em todo o

mundo tem origem vegetal; 11% dos medicamentos classificados como essenciais
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pela organizacdo mundial de saide advém exclusivamente de plantas; e um numero
significativo de farmacos sintéticos sdo obtidos a partir de precursores naturais
(RATES, 2001). Sao exemplos de farmacos de origem natural usados pelo homem:
aspirina, morfina, digoxina e pilocarpina (BUTLER, 2004).

A investigacao de produtos naturais como fonte de medicamentos para uso
humano teve maior expressdao na industria farmacéutica ocidental no periodo de
1970 a 1980, o que resultou em um cenario farmacéutico fortemente influenciado
por moléculas nao sintéticas (KOEHN et al, 2005). O processo de descoberta e
desenvolvimento de farmacos pode ser dividido em duas grandes fases: pré-clinica e
clinica (Figura 14).

FASE PRE-CLINICA FASE CLINICA REVISAO DA FDA | ESCALA - LG MFG

5.000 10.000

COMPOSTOS
UM FARMACO

APROVADO
PELA FDA

FASE FASE FASE
1 2 3

NUMERO DE VOLUNTARIOS
20-100 100-500 1.000-5.000

VIGILANCIA POS-COMERCIALIZACAO

SUBMISSAO DA IND

SUBMISSAO DA NDA

FASE 4:

3 6 ANOS

Figura 14. Etapas dos processos de descoberta e desenvolvimento de novos farmacos, desde
a fase pré-clinica até aprovacdo pelas entidades reguladoras.

No processo de desenvolvimento de farmacos, as moléculas bioativas podem
ser identificadas por triagens in vitro (bioldgicas, bioquimicas) ou por técnicas in silico
a partir de produtos naturais, compostos sintéticos ou colecdes combinatérias
(GUIDO et al, 2010, MONTANARI et al., 2001). As moléculas identificadas nas fases
iniciais geralmente apresentam baixa poténcia e afinidade pelo alvo, no entanto,
modificacbes estruturais ao longo do processo melhoram suas caracteristicas
farmacocinéticas e farmacodinamicas, originando os chamados compostos lead. Ao

final da fase pré-clinica sdao selecionadas as moléculas candidatas a farmacos,
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conhecidas como novas entidades quimicas (NCEs, do inglés, New Chemical Entities)

(GUIDO et al., 2010).

Considerando o processo de desenvolvimento de farmacos a partir de
produtos naturais, inicialmente o PN é extraido a partir da fonte, concentrado,
fracionado e purificado, gerando essencialmente uma Unica substancia
biologicamente ativa. O processo de identificacdo estrutural, facilitado por técnicas
espectroscopicas modernas, pode identificar estruturas novas ou compostos ja
conhecidos. Quando moléculas potentes e selectivas sao identificadas, estudos
preliminares de relacao estrutura-atividade (SAR) sdao conduzidos e o processo de
purificacdo € aumentado. A partir do momento em que uma modificacdo estrutural
possibilita a modulagdo da resposta bioldgica, o composto hit é declarado como um
composto lead e prossegue para otimizacSes adicionais pela quimica medicinal

tradicional (KOEHN et al,, 2005) (Figura 15).
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Figura 15. Processo quimico para a descoberta do produto natural (KOEHN et al,, 2005).
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Depois da fase pré-clinica, as moléculas serdo avaliadas pelas entidades
reguladoras relativamente a possibilidade de execug¢do de ensaios clinicos; se
aprovadas, sera emitida uma licengca para investigacdo deste novo candidato a

farmaco (SALUM, 2007). Nas fases clinicas sao determinadas a eficacia, seguranca e
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posologia das NCEs em humanos; no final dessas fases o candidato a farmaco é
submetido novamente a entidade reguladora para a requerer a sua a aprovagao
(NDA, do inglés New Drug Approval). Apds todas essas etapas, que duram de 10 a 15
anos, o farmaco pode ser comercializado (SALUM, 2007).

A principal fonte de farmacos em plantas € o metabolismo secundario,
responsavel por produzir estruturas diversas e complexas. Quimicos e farmacéuticos
demonstram interesse nesses compostos desde longa data e tém investigado
extensivamente as suas propriedades quimicas desde a segunda metade do século

IXX (HUSSAIN et al, 2012).

2.2. Metabolitos secundarios

O metabolismo das plantas é didaticamente dividido em duas classes:
metabolismo primario e secundario. O metabolismo primario, comum a todos os
vegetais, permite o uso de agua, dioxido de carbono e minerais para o
desenvolvimento de metabolitos responsaveis pela manutencao celular como agucar,
acidos gordos, aminoacidos e acidos nucléicos. O metabolismo secundario gera
compostos quimicos requeridos para a interacdo planta-meio e distribuem-se
diferencialmente entre os grupos taxonomicos do reino vegetal (KLIEBENSTEIN,
2013).

Os compostos que hoje conhecemos como metabolitos secundarios foram
erroneamente definidos em 1891 como materiais com relativa irrelevancia na
fisiologia global dos vegetais (BENTLEY, 1999). O termo “secundario” para esses
metabolitos de plantas foi introduzido por Czapek em 1925, pois para o autor esses
compostos derivavam do metabolismo do nitrogénio, por ele chamado de
modificacOes estruturais secundarias (BOURGAUD et al,, 2001).

SEIGLER em 1977 no seu artigo intitulado Primary Roles for Secondary
Compounds, expoOe diferentes visdes dos papéis dos metabolitos secundarios na

época:
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“Alguns encontraram que os compostos secundarios ndo tém fungao [...] ou
tém sugerido que eles sdo resultado de desintoxicagcdo. [..] outros
expressam a opinido de que estes compostos estdao envolvidos na defesa
da planta contra animais, fungos, bactérias e outras plantas” (SEIGLER,
1977).

A partir de meados do século XX, avancos tecnolégicos na area da
cromatografia induziram a descoberta de muitos metabolitos secundarios, levando
ao estabelecimento da fitoquimica enquanto disciplina. O aperfeicoamento de
técnicas bioquimicas e o crescimento da biologia molecular permitiram que se

chegasse aos conceitos atuais de metabolitos vegetais (BOURGAUD et al., 2001).
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Figura 16. O acetil-CoA tem origem na via glicolitica e na oxidacdo de acido gordos. O
Shiquimato é produzido pela combinacdo de fosfoenolpiruvato, um intermediario da via
glicolitica e eritrose 4-fosfato a partir da via da pentose fosfato. O acido mevalénico é
formado por 3 moléculas de actil-CoA. Deoxixilulose-fosfato surge a partir da combinagéo de

dois intermediarios da via glicolitica, o acido pirtvico e o gliceraldeido-3-fosfato. Fonte:
DEWICK (2002).
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As reagOes biossintéticas responsaveis tanto pelo metabolismo primario quanto
secundario, consomem energia liberada na glicélise de hidratos de carbono e do
ciclo do acido citrico (KABERA et al, 2014). Os blocos construtores para o
metabolismo secundario sdo derivados do metabolismo primario (DEWICK, 2002)
(Figura 16).

Ao longo da evolugdo, diferentes linhagens de plantas desenvolveram vias
metabodlicas secundarias especificas, que se destinavam a responder a necessidades
caracteristicas (PICHERSKY et al, 2000). Sdo funcdes dos metabolitos secundarios:
interagdes das plantas com polinizadores e fungos micorrizos; atragdo de predadores
de herbivoros; sinalizacdo planta-planta e protecdo contra stresses abioticos como a
radiacao UV-B, geada e seca (MOORE et al, 2014).

O reino vegetal apresenta sistemas que regulam a producao de metabolitos
secundarios para optimizar os seus beneficios em detrimento do custo energético
intrinseco a sua biossintese. Desse modo, muitos compostos relacionados com a
defesa sdo sintetizados apenas em resposta a agentes patogénicos ou insetos; e
alguns metabolitos sé estdo presentes em determinados tecidos ou fases do
desenvolvimento dos vegetais (KLIEBENSTEIN, 2013).

A figura 16 mostra como os intermediarios metabodlicos dos processos de
fotossintese, glicolise e ciclo de Krebs séo retirados dos processos que geram energia
para fornecer intermediarios biossintéticos. Os mais importantes blocos construtores
empregados na biossintese de metabolitos secundarios sdo a acetilcoenzima A
(Acetil-CoA), acido shiquimico, acido mevalénico e 1-deoxixilulose 5- fosfato
(DEWICK, 2002).

Os metabolitos secundarios podem ser classificados de diferentes formas: (1)
caracteristicas quimicas (por exemplo Flavondides, cumarinas, quinolona); (2) planta
de origem (Por exemplo, alcaldides do opio, glicosideos digitalicos); (3) origem
biossintética que divide estes metabolitos em trés grupos principais: terpendides,

alcaldides e fendlicos (VERPOORTE, 2000) (Figura 17).
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Figura 17. Exemplos de compostos dos trés principais grupos de metabolitos secundarios,
de acordo com sua origem biossintética. (1) Polifendis, (2) Terpenodides, (3) Alcaloides.

Os terpendides constituem uma grande familia que compartilha poucas
caracteristicas estruturais e funcionais. Esterdides, carotendides e 6leos essenciais sao
exemplos desse grupo de compostos. Derivam da polimerizacao do isopreno e sao
sintetizados a partir da via do mevalonato e da via do deoxixilulose-fosfato. Séo
classificados segundo o numero de unidades de 5 carbonos em: monoterpenos (C10),
sesquiterpenos (C15), entre outros (KABERA et al,, 2014).

Os alcaloides sdao compostos basicos sintetizados por organismos vivos
contendo um ou mais atomos de nitrogénio heterociclicos. Salvo algumas excegdes,
sao derivados de aminoacidos e farmacologicamente ativos. Sdo exemplos de
alcaldides: morfina, 6pio, mescalina e nicotina (AGOSTINI-COSTA et al., 2012).

Os compostos fendlicos sao amplamente distribuidos na natureza,
caracterizados pela presenca de pelo menos um anel aromatico com um ou mais

grupos hidroxilos ligados. Sao formados a partir da via do shiquimato, acetato e
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acido mevaldnico. Sao exemplos os flavonoides e os taninos (AGOSTINI-COSTA et al.,
2012).

A seguir serdo considerados apenas os compostos polifendlicos, pois é a
classe de metabolitos secundarios usada no ambito do desenvolvimento do presente

trabalho.

2.3. Os compostos polifendlicos e sua classificacao

Ancestrais gregos (800 - 500 a.C.) desenvolveram a técnica de conversdao da
pele animal em couro a partir do uso de taninos presentes em galhos de carvalho.
Devido ao uso recorrente de extratos de plantas para esse fim, os polifendis

1.

derivados de plantas foram por muito tempo chamados de “ taninos vegetais”
(QUIDEAU et al, 2011).

Em 1957, o quimico industrial Theodore White classificou, pela primeira vez, os
taninos como compostos fenodlicos. Os polifendis comecaram entdo a ser
categorizados como estruturas que nao estavam necessariamente relacionadas com a
capacidade de precipitar alcaldides, gelatina e outras proteinas a partir de solu¢des
(QUIDEAU et al., 2011).

Os compostos fenodlicos podem variar de estruturas simples, compostas por
um unico anel aromatico, a grandes e complexos taninos. Podem ser divididos em
muitas classes de acordo com o numero de anéis fendlicos que eles contém e os
elementos estruturais que ligam esses anéis uns aos outros. Estdo comumente
conjugados a acguUcares e acidos organicos. Os principais grupos de polifendis sao:
flavondides, acidos fendlicos, alcoois fendlicos, estilbenos e ligninas (CROZIER et al.,
2009, D ARCHIVIO et al,, 2007) (Tabela 7).

Ubiquamente presentes nas plantas, os polifendis sdao os metabolitos
secundarios com maior distribuicdo no reino vegetal. Tais estruturas sao incomuns
em bactérias, fungos e algas (CHEYNIER et al, 2013). Nos vegetais, desempenham
funcbes como crescimento, pigmentagdo, polinizagdo, resisténcia contra agentes

patogénicos, predadores e radiacao solar (FRAGA et al,, 2010).
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Tabela 7. Esqueleto estrutural basico de compostos fendlicos. Adaptado de CROZIER et al.
(2009).

Esqueleto Classificagao Estrutura Basica

C6-C1 Acidos Fendlicos ©/C\OH
O
I
C6-C2 Acetofenonas ©/C\
G
) C~oH
C6-C2 Acido Fenilacético : J
(0]
Il
C.
i I/ OH
C6-C3 Acidos Hidroxinamicos

C6-C3 Cumarinas

O
T
O
C6-C4 Naftoquinonas
(@)

o
C6-C1-C6 Xantonas

C6-C2-C6 Estilbenos O X
C6-C3-Cb6 Flavonoides O
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Sao fontes ricas de compostos fendlicos frutas como o mirtilo, quivi, morango,
maca, amora e uva; vegetais como chicoria, batata, alcachofra, brécolos e feijao
verde; outros tipos de alimentos como cha, chocolate e vinho (MANACH et al., 2004).
Existem mais de 8000 diferentes estruturas de polifendis relatadas, das quais mais de
4000 sao do tipo flavonoide (FRAGA et al.,, 2010).

Diversos efeitos benéficos a longo prazo para a sadde humana tém sido
relacionados com a ingestdo de frutas e verduras ricas em polifenois, nomeadamente
a reducdao de patologias cronicas e degenerativas, como a obesidade, sindrome
metabdlica, diabetes, cancro, doenca de Alzheimer e doencas cardiovasculares (ALAM
et al, 2014, APPEL et al, 1997, FRAGA et al,, 2010, IQBAL et al,, 2008, LIU et al.,, 2000,
MURSU et al., 2008, PERRETTI, 2015, QUIDEAU et al,, 2011).

Um dos mecanismos moleculares associados ao efeito preventivo dos polifendis
nas patologias acima referidas consiste na sua atividade antioxidante. Esta funcao
esta relacionada com a estrutura quimica dos mesmos. Aqueles com uma estrutura
orto-di-hidroxilada (porcdo catecol) e capacidade de deslocalizar electroes

desemparelhados apresentam essa atividade mais evidente (CROFT, 2016) (Figura 18).

Porcao catecol

Figura 18. O acido cafeico € uma exemplo de polifenol que contém uma porcao catecol.

No entanto, apesar da comprovada atividade antioxidante desses compostos in
vitro, muitos estudos bem controlados e com marcadores validados de dano
oxidativo tém falhado na demonstracdo de qualquer acgdo antioxidante dos
polifendis in vivo (HALLIWELL et al, 2005). A International Life Sciences Institute
Europe considera que os efeitos antioxidantes diretos de polifendis in vivo ndo estdo
bem estabelecidos, devido a baixa concentracao sistémica desses compostos apds a
sua absorcao e metabolismo (CROFT, 2016, HOLLMAN et al, 2011).
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Estudos sugerem que o0s mecanismos ndo especificos, como acgao
antioxidante, requerem altas concentracdes de polifendis e sdo restritos ao tracto
gastrointestinal (TGI) e, eventualmente, ao meio vascular (FRAGA et al, 2010,
HALLIWELL et al, 2000). Evidéncias mostram que os polifendis podem atuar na
reducao de doencas do TGl incluindo o cancro (ASFAR et al, 2003, AUGUST et al,
1999, HONG et al,, 2001, SCHWARTZ et al., 2005).

Um ensaio clinico de fase |, desenvolvido por AUGUST e colaboradores (1999),
avalia a ingestao de cha verde como agente quimiopreventivo colo-rectal, e conclui
que o mesmo inibe a sintese de PGE> em individuos saudaveis e que pode ser
encaminhado para um estudo clinico de fase Il. O cha verde contém uma ampla
variedade de polifendis, dos quais os flavonois sdo os maiores representantes. Nao se
sabe ao certo quais compostos sao responsaveis pela atividade anti-tumoral do cha
verde, mas acredita-se que esteja relacionada principalmente aos polifenois (AUGUST
et al. (1999)

Um outro estudo feito com cha verde e cha preto em tecidos do célon
normais e com tumor, mostra que a producao de PGE; é inibida em células normais e
tumorais apos o tratamento com cha verde, enquanto o cha preto pode aumentar a
producdo de PGE> em células do célon que contém COX-2 (HONG et al., 2001).

Ha fortes evidéncias de que ndo sdo apenas as propriedades redox dos
polifendis as responsaveis pelos efeitos protectores contra doencas. Os mecanismos
envolvidos nas accdes fisiologicas desses compostos podem estar relacionados com
a habilidade dos mesmos se ligarem a proteinas especificas (QUIDEAU et al, 2011).
Sao descritos na literatura, para esses compostos, o bloqueio de recetores, como o
recetor de interleucina e recetores toll like (TLR-4), bem como o bloqueio de fatores
de transcricao que induzem a expressdo de genes pro-inflamatoérios, como o NF-kB,
AP-1 e a cinase do terminal aminico da proteina c-Jun (JNK) JOSEPH et al,, 2015).
JOSEPH e colaboradores (2015), num artigo de revisao sobre o efeito anti-
inflamatério dos polifendis em humanos, conclui que uma dieta rica em polifendis a
partir de frutas e seus derivados é eficaz na melhoria do stresse inflamatorio a curto e

longo prazo.
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De um modo geral, os polifendis sdo pouco absorvidos pelo intestino,
altamente metabolizados e rapidamente eliminados. Os metabolitos encontrados no
sangue e 6rgdos alvo sdo resultantes da digestdo ou atividade hepatica e podem
diferir do composto original em termos de atividade biolégica (MANACH et al., 2004).

Diferentes classes de polifendis apresentam diferentes formas de
metabolizacdo e absor¢do. As concentra¢des plasmaticas dos diferentes compostos
analisados na revisao feita por Manach e colegas (2005) variam entre 0 a 4 uymol/L
considerando uma ingestao de 50 mg da aglicona equivalente, e a excre¢ao urinaria
varia de 0,3% a 43% da dose ingerida. O acido galico e isoflavonas sdo os polifenois
mais bem absorvidos, seguidos das catequinas, flavononas e glicosideos da
quercitina. Os polifendis menos absorvidos sdo as proantocianidinas, algumas
catequinas e antocianinas. Os dados sdo ainda muito limitados para os acidos
hidroxinamicos e outros polifendis (MANACH et al., 2005).

No processo digestivo, a primeira etapa é a libertagcdo dos polifendis da matriz.
A clivagem de acucares e polimeros e a hidrélise de ésteres de acidos fenélicos sao,
para a maior parte dos compostos, um pré-requisito para a absorcao através da
barreira intestinal (KEMPERMAN et al, 2010). Agliconas, mondmeros, dimeros ou
trimeros de flavondis e alguns glicosideos intactos podem ser absorvidos por
enterdcitos, geralmente por difusdo passiva. Durante a absor¢do intestinal e
passagem pelo figado, os polifendis sofrem extensa glucuronidagdo e/ou sulfatacdo
(metabolismo de fase |IlI), enquanto o metabolismo de fase | (reacdo de
oxidacdo/reducao) é pouco expressivo (KEMPERMAN et al., 2010) (Figura 19).

As proximas secOes deste trabalho abordam os flavondides e estilbenos
glicosilados, nomeadamente a rutina, naringina e polidatina, uma vez que

correspondem a classe de compostos fendlicos estudados neste trabalho.
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Figura 19. Absorcdo e metabolismo de polifendis. Adaptado de KEMPERMAN e
colaboradores (2010).

2.4. Flavonoides glicosilados

Com mais de 4500 representantes conhecidos, os flavonoides constituem a
maior classe de produtos fendlicos vegetais. Estdo presentes na maioria dos tecidos,
principalmente em vacuolos (CROTEAU et al, 2000). Sao descritos como polifendis
que contém 15 atomos de carbono com dois anéis aromaticos (anéis A e B) ligados
por uma ponte de trés atomos de carbono (que geralmente forma um terceiro anel

chamado anel C) (VERPOORTE, 2000) (Figura 20).
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Figura 20. Estrutura geral dos flavondides e esqueleto basico de suas subclasses. Adaptado
de CROZIER et al. (2009).

O esqueleto basico dos flavondides pode ter numerosos substituintes. Grupos
hidroxilo estdo geralmente presentes nas posicdes 4, 5 e 7. A maioria dos flavonoides
existe sob a forma de glicosideos. Tanto aclcares quanto grupos hidroxilos
aumentam a solubilidade em agua dos flavondides, enquanto outros substituintes
como grupos metil e unidades isopentil os tornam mais lipofilicos (CROZIER et al,
2009). Os flavondides sdo sintetizados a partir da fenilalanina como parte da via
fenilpropandide (VERPOORTE, 2000).

As principais subclasses de flavondides contidos na dieta sao flavondis,
flavonas, flavan-3-ols, antocianidinas, flavononas e isoflavonas; algumas subclasses
estdo presentes em menor numero na dieta, nomeadamente diidroflavondides,
flavan-3,4-diols, cumarinas, chalconas, dihidrochalconas e auronas (CROZIER et al,
2009) (Figura 20).

Muitas interacdes entre plantas e animais sao efetuadas por flavondides. As

antocianinas sdo os principais compostos que dao cor a flores e frutos, funcionando
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como atrativos para polinizadores e dispersores de sementes; o kaempferol ja foi
descrito como protector contra radiagcdes UV; os taninos adicionam o gosto amargo e
adstringéncia em certos tecidos da planta afastando insetos como formigas; a
luteonina e apiginina servem como sinalizadores para bactérias fixadoras de
nitrogénio; e os isoflavondides podem atuar na defesa contra infe¢des fungicas
(CROTEAU et al., 2000).

Os flavonodides existem na natureza geralmente na forma de O-glicosideo ou
C-glicosideo. Os acUcares aos quais estdao ligados incluem a glicose, galactose,
ramnose, arabinose e rutinose (XIAO et al., 2014b). A biotransformcao de flavondides
agliconas em glicosideos tem um papel crucial na biossintese dos flavondides. A
glicosilagdo aumenta a solubilidade e estabilidade relativamente a aglicona (XIAO et
al, 2014b).

A capacidade antioxidante dos flavondides esta intimamente relacionada com
o numero e arranjo dos grupos hidroxilo ligados aos anéis fenodlicos. Dentro das
modificagdes estruturais, aquelas que alteram o niumero de hidroxilos no anel B tém
maior influéncia na captacdo de espécies reativas de oxigénio. Os flavondides tém
habilidade de captar radicais livres pela doagdo directa de atomos de hidrogénio

(PROCHAZKOVA et al., 2011) (Figura 21).
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Figura 21. Captacdo de espécies reativas de oxigénio por flavondides. O radical livre
Flavondide-O+ pode reagir com o segundo radical, gerando uma estavel estrutura quinona.
Fonte: PROCHAZKOVA et al,, (2011).
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Os flavondides podem atuar como agentes antioxidantes, ndo apenas através
da captacao directa de radicais, como também através da ativacao de enzimas
antioxidantes, quelacdo de metais, inibicdo de oxidases, reducao de radicais o-
tocoferol, reducdo da producdo de NO, entre outros (PROCHAZKOVA et al., 2011).

Segundo estudos realizados com macréfagos RAW 264.7, a O-glicosilagcao de
flavondides reduz significativamente o seu potencial de inibicdo contra a produgao
de NO, expressao de iNOS e ativagdo do NF-kB (KIM et al, 2013, KIM et al., 2008). No
entanto, segundo o estudo de revisdao feito por XIAO (2015), a partir de estudos in
vivo, e apds administracdo oral, os flavondides glicosidicos demonstram similar ou
superior atividade anti-diabética, anti-inflamatdria, anti-stresse e anti-alérgica
relativamente a suas agliconas.

O destino biolégico dos flavondides glicosilados na dieta é controverso
(WALLE, 2004, XIAO et al, 2014a). Em geral, assume-se que a hidrolise do acucar

conjugado ao flavondide é um pré-requisito para sua absorcao (WALLE, 2004).

Flavondide glicosidico
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Figura 22. Fluxograma do metabolismo e absorcao de flavonoides. Fonte: RICE-
EVANS (2001).
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Flavondides glicosilados apresentam alta solubilidade e baixa permeabilidade.
A absorcao depende principalmente da permeabilidade, sendo que geralmente os
flavonoides glicosilados ndo apresentam lipossolubilidade suficiente para atravessar a
membrana celular. Por outro lado, as agliconas sao mais hidrofébicas e podem ser
absorvidos mais facilmente pelas células epiteliais através de difusao passiva (XIAO,

2015) (Figura 22).

2.4.1. Rutina

A rutina (3,4,5,7-tetrahidroxiflavona-3-rutinosideo) também conhecida como
quercetina-3-rutinose ou vitamina P, € um flavonoide glicosidico de tipo flavonol,
cuja aglicona correspondente € a quercitina (Figura 23). Estima-se que
aproximadamente 3-80 mg de flavonoides sao consumidos diariamente, dos quais a

quercitina representa 50-75% do total ingerido (CHUA, 2013).

OH OH OH

OH

Figura 23. Estrutura quimica da rutina.

Os flavonois sdao os flavondides com maior distribuicdo em alimentos. Sdo
particularmente encontrados em cebolas, vegetais, bagas, vinho e cha. Glicosideos da
quercitina a partir de glicose, a rhamnose ou a rutinose sdao a forma mais abundante
de flavondis, sendo a rutina o mais comum desses glicosideos (AMARETTI et al,

2015).
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O trigo-sarraceno (Fagopyrum esculentum) é considerado a maior fonte natural
de rutina. Outras grandes fontes comerciais de rutina sdo Ruta graveolens L.
(Rutaceae), Sophora japonica L. (Fabaceae), Maranta leuconeura E. Morren
(Marantaceae), Orchidantha maxillarioides (Ridl.) Schum (Lowiaceae), Strelitzia reginae
Banks ex Aiton (Strelitziaceae), Eucalyptus spp. (Myrtaceae), Canna indica L.
(Cannaceae), Canna edulis Ker Gawl. (Cannaceae) and Labisia pumila (Blume) Mez
(Primulaceae) (CHUA, 2013).

A biossintese da rutina ocorre através da via sintética dos flavondides. Inicia-se
com a formacdo de fenilalanina a partir de fenilpiruvato. A fenilalanina é
transformada em acido trans-cinamico, que sofre hidrélise para acido p-cumarinico
(C-9). O acido C-9 condensa-se com 3 unidades malonil- coA (C-2) para formar uma
chalcona. Reacdes sequenciais, catalisadas por enzimas, acabam por originar
compostos, como 3-hidroxiflavonodides (catequinas) e 3,4-diolflavonoides (flavondis)
(AHERNE et al,, 2002) (Figura 24).

Uma ampla variedade de propriedades farmacoldgicas da rutina tem sido
explorada na medicina humana e na nutricdo. Empiricamente, € usada como agente
antimicrobiano, antifungico e antialérgico (AL-DHABI et al,, 2015). Contudo, pesquisas
atuais tém demonstrado multiplos beneficios farmacoldgicos para o tratamento de
varias doencas crénicas como cancro (GUON et al, 2016, PERK et al., 2014), diabetes
(HOSSEINZADEH et al., 2014), hipertensao (KAUR et al,, 2016, MENDES-JUNIOR et al.,
2013) e hipercolesterolemia (KAMADA et al., 2005, KAWAI et al., 2008).

Muitos estudos revelam que a rutina tem atividade anti-inflamatoria,
analgésica e antioxidante (AZEVEDO et al., 2013). Existem cerca de 130 registros de
preparacdes medicinais terapéuticas contendo rutina em suas formulagdes (CHUA,
2013). Um exemplo é o ‘oxerrutinas’ ou 'hidroxietilrutosideos’, usado na insuficiéncia
venosa cronica, constituido de uma mistura de flavonodides semi-sintéticos obtidos a

partir de hidroxilagdes da rutina (AZIZ et al., 2015).
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2.4.1.1. Atividade anti-inflamatéria da rutina

A atividade anti-inflamatoria da rutina tem sido amplamente descrita (in vivo e
(n vitro), através de mecanismos de accao que promovem a reducao da producao de
oxido nitrico, espécies reativas de oxigénio e peroxidagdo lipidica; reducdo da
expressao de NF-kB e producao de TNF-q, IL-1 e IL-2; reducao da ativacdo de
polimorfonucleares e macrofagos (GUARDIA et al, 2001, KAUSS et al, 2008, KYUNG
et al, 2008, LEE et al, 2012, NAFEES et al,, 2015, UMAR et al, 2012, YEH et al, 2014).

O papel anti-inflamatério e anti-oxidante da rutina tem sido demonstrado na
artrite reumatoide (GUARDIA et al, 2001, KAUSS et al, 2008, SANTOS et al, 2014,
UMAR et al, 2012), aterosclerose (ISHIZAWA et al, 2011, KAWAI et al, 2008),
citotoxicidade induzida por medicamentos (NAFEES et al., 2015, OLIVEIRA et al,, 2016,
WANI et al, 2011), infegdes fungicas (HAN, 2009, OLIVEIRA et al, 2016), lesao
pulmonar aguda (YEH et al,, 2014) e obesidade (GAO et al,, 2013, HSU et al., 2009).

Um estudo feito por WANI e colaboradores (2011) avaliou o papel profilatico
do tratamento oral da rutina (75-150 mg/kg) contra a nefrotoxicidade induzida por
cisplatina em ratos. A eficacia da rutina foi avaliada com estimativas bioquimicas da
atividade de enzimas antioxidantes, de mudancas histopatoldgicas e da expressdo
molecular de marcadores de inflamacao e apoptose. O grupo pré- tratado com
150mg/kg de rutina apresentou reducgdo significativa dos efeitos renais nocivos
induzidos pela cisplatina. O estudo permitiu concluir que os beneficios da rutina sao
mediados principalmente por sua atividade scavenger sobre espécies reativas de
oxigénio, uma vez que ROS apresentam papel importante na indugdo de vias
apoptéticas como caspase-3, e na ativacao de via inflamatorias como NF-kB (WANI et
al, 2011).

Um estudo feito por Guardia e colegas em modelos de ratos com artrite,
avaliou o efeito da administracao intraperitoneal de quercetina-3-rutinose e
quercetina (80 mg/kg) durante 30 dias. Os resultados mostraram que a quercetina-3-
rutinose foi muito eficaz na reducdo de edema, nédulos e anquilose (rigidez na

articulacao). Ao fim de 30 dias, a quercetina-3-rutinose reduziu estas carateristicas
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clinicas em 100%, enquanto a aglicona quercetina reduziu 50%. Esses dados podem
sugerir que o agucar rutinose contribuiu para uma melhor atividade da rutina
(GUARDIA et al., 2001).

Um trabalho desenvolvido por YEH e colaboradores (2014) em ratinhos com
lesdo pulmonar aguda induzida por LPS, avaliou o efeito do tratamento
intraperitoneal de rutina (0, 1, 10, ou 100 pmol/kg). Para as doses a partir de 10
pumol/kg, os resultados demonstram redugdo no stresse oxidativo e na fosforilacao da
subunidade p65 do NF-kB, além de reducao na degradacao do kB, com consequente
inibicdo da ativacdo do fator de transcricao NF-kB, responsavel pelo efeito anti-
inflamatério (YEH et al, 2014). Noutro estudo desenvolvido por LEE e colaboradores
(2012) também se detetou alteracao na fosforilacdo do kB apds administracdo de
rutina (n vitro.

Os processos inflamatorios podem induzir grandes aumentos na
permeabilidade vascular, levando a ruptura da mesma e contribuindo
significativamente para o aumento da morbidade e mortalidade presentes em
doencas inflamatorias (LEE et al, 2012). A quercetina-3-rutinose demonstrou reduzir
respostas inflamatorias do endotélio vascular induzidas por LPS in vitro e in vivo. O
aumento da integridade da barreira vascular deveu-se a reducdo da expressao de
moléculas de adesdo celular, redu¢do da adesdo de neutrédfilos e da migragédo
transendotelial. Em ratinhos e em células endoteliais da veia umbilical humana,
ativados por LPS, estas propriedades protectoras da rutina sdao mediadas
indirectamente através da regulacdo da expressao de NF-kB e producgdo de TNF-a e
directamente através de alteragdes da barreira vascular mediada por TNF-a (LEE et
al, 2012).

Segundo o estudo publicado por GAO e colaboradores (2013), a rutina
(200uM), reduziu a transcricao de genes que codificam TNF-q, interferdo-y, IL1-B e
IL-6, bem como reduziu a producdo de ROS, em macrofagos ativados por acido
palmitico. Este mesmo estudo mostra que a rutina (50mg/kg, com aplicacdo
intraperitoneal duas vezes por semana, durante 8 semanas) consegue reduzir o

aumento de peso em ratinhos submetidos a dieta rica em gordura (DRG), bem como
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bloqueia completamente o aumento do tecido adiposo branco, induzido pela DRG,

além de reduzir a hipertrofia de adipécitos e sinais de ativacdo de macroéfagos.

2.4.1.2. Farmacocinética da rutina

Os efeitos benéficos da rutina estao estritamente relacionados com a absorcao
e distribuicdo deste composto nos tecidos e células alvo. A biodisponibilidade da
quercetina e seus glicosideos é geralmente baixa e caracterizada por alta variabiliade
inter-sujeito, sendo este um critico mediador da bioatividade destes compostos (GUO
et al, 2015).

Segundo estudo desenvolvido por ARTS e colaboradores (2004) ndo é a
posicdo, mas sim o tipo de agUcar ligado a quercetina que influencia a sua absorcao.
Um outro estudo feito por OLTHOF e colaboradores (2000) compara a quercetina-3-
glicosidio com a quercetina-4-glicosideo e mostra que as taxas de absorcdo nao
diferem entre elas.

A conjugagdao com a glicose melhora a absorcao da quercetina a partir do
intestino delgado (AMARETTI et al,, 2015). Outros glico-conjugados de quercetina sao
pouco absorvidos no trato superior intestinal, chegando ao intestino grosso. A
microflora presente no célon hidroliza a maior parte da rutina ou outros glico-
conjugados, removendo o agUcar e possibilitando a absor¢ao da aglicona (AMARETTI
et al, 2015).

Um estudo feito por JAGANATH e colaboradores (2006) investigou a diferenca
de absorcao de 300 mL de suco de tomate enriquecido com rutina (176 uM) em 6
voluntarios saudaveis e 5 voluntarios com ileostomia. Nos voluntarios saudaveis
foram detectados principalmente dois metabolitos no plasma: quercetina-3-O-
glicuronidio e isorhamnetina-3-O-glicuronidio; e trés metabolitos na urina: 3,4-di-
hidroxifenilacético, acido 3-metoxi-4-hidroxifenilacético e acido 3-hidroxifenilacético
(Figura 25). A excrecao da rutina intacta na urina variou de 0,02% a 2.8%,

possivelmente devido a diferengas na flora intestinal. Os voluntarios com ileostomia
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ndo apresentaram nenhum metabolito na urina ou no plasma, no entanto, foi

detectado no fluido ileal 86% da rutina ingerida (JAGANATH et al., 2006).

Quercetina G
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C 3,4- acido dihidroxifenilacético
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Figura 25. Via proposta para o catabolismo da quercetina-3-O-rutinosidio no intestino
grosso, mediado por bactérias do célon. A seta pontilhada indica uma via de menor
importancia. Fonte: CROZIER et al. (2010).

Um estudo feito por KAMMALLA e colaboradores (2015) compara a absorcao
da rutina (2.5mg/Kg) co-administrada com a quercetina ou com um medicamento
fitoterapico contendo Hipphophae rhamnoides em ratos. Observa-se que a
biodisponibilidade da rutina aumenta quando administrada com o fitoterapico em
comparacao com a quercetina. A sua concentracdo maxima no plasma passa de 61,1
+ 29,3ng/mL para 1217 = 19,2 ng/mL. Possivelmente, a interacdo de outros
constituintes do fitoterapico com as enzimas hidroliticas aumentaram a
biodisponibilidade da rutina.
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Para superar os problemas de biodisponibilidade oral da rutina, varias técnicas
tém sido estudadas, como a complexacdo com ciclodextrina e
fitossomos/fosfolipidos, bem como sistemas de nanoparticulas. Espera-se que em
num futuro proximo novas tecnologias de ‘drug delivery’ com efeitos colaterais
minimos aumentem a biodisponibiliade da rutina e consequentemente melhorem a
sua accao a nivel fisiolégico (MAULUDIN et al., 2009a, b, SHARMA et al.,, 2013, SINGH
etal, 2012).

2.4.2. Naringina

O nome naringina provavelmente deriva do termo em sanscrito ‘narangi’ que
significa laranja. Esta presente em frutas citricas, uvas, feijao, cerejas, cacau, orégao e
tomate. A naringina € uma flavonona glicosilada, composta da aglicona naringenina e

do glicosideo neohesperidoside (Figura 26) (BHARTI et al,, 2014).
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Figura 26. Estrutura quimica da naringina

A naringina e a hesperidina sdao as principais flavononas glicosidicas de
ocorréncia natural em frutos citricos (KANAZE et al, 2007). A naringina €
relativamente solUvel em agua (1mg/mL a 40° C) e esta presente em sucos de toranja
em concentracdes superiores a 800mg/L, ocorrendo como uma mistura de isémeros
quirais que varia em funcao da fruta e do método de purificacdo (WILCOX et al,

1999).
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Durante as Ultimas décadas, a interacdo entre farmacos e sucos de frutas
despertou interesse em pesquisas e na pratica clinica (NGUYEN et al, 2015). O suco
de toranja é muito conhecido por alterar a farmacocinética de varios farmacos,
aumentando ou diminuindo sua biodisponibilidade (BAILEY et al, 1993, BAILEY et al,
1998, FUHR et al, 1995). Os compostos presentes no suco de toranja,
reconhecidamente, inibem a CYP3A4 e a OATP1A2 (do inglés, Organic Anion-
Transporting Polypeptide). A enzima CYP3A4 é uma das principais responsaveis pelo
metabolismo de farmacos, enquanto as OATPs sdo responsaveis pela captacao de
varios farmacos para o interior de enterocitos e hetapatdcitos (REBELLO et al., 2012).

Um estudo feito por BAILEY et al. (2007) mostra que a naringina é o principal
agente inibidor de OATPs em sucos de toranja. In vitro, a naringina apresenta um ICsg
de 3,6uM para a OATP1A2, 410uM para a OATP2B1, 3000uM para a P-glicoproteina e
41000uM para CYP3A4 (BAILEY et al, 2007). Deste modo, a inibicdo da AOTP1A2 é o
efeito da naringina mais expressivo na interagdo com outros farmacos.

A nariginina e sua aglicona narigenina apresentam forte atividade anti-
inflamatéria e anti-oxidante. Muitas linhas de investigacdo sugerem que a
suplementacdo deste flavondide é benéfica para o tratamento da obesidade,

diabetes, hipertensdo e sindrome metabdlica (ALAM et al,, 2014).

2.4.2.1. Atividade anti-inflamatoria da naringina

A atividade anti-inflamatéria da naringina tem sido descrita na literatura para
asma (GUIHUA et al,, 2016, JIAO et al., 2015), inflamacao pulmonar aguda (AHMAD et
al, 2015, LUO et al,, 2012), leséao 6ssea (CAO et al., 2015), citotoxicidade induzida por
medicamentos (CHTOUROU et al, 2016, KANNO et al, 2004, ZHAO et al, 2015),
sindrome metabolica (ALAM et al, 2014), artrite (CHTOUROU et al.,, 2015), obesidade
e problemas cardiovasculares (ALAM et al., 2013).

Os mecanismos descritos para a atividade anti-inflamatoria da naringina

consistem na inibicdo da via do NF-kB; reducdo da producao de NO, TNF-a e IL-6;
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reducao da expressao de COX-2 e INOS (AHMAD et al, 2015, Bl et al, 2016, KANNO
et al, 2006, REN et al, 2015, SAHU et al, 2014, ZHAO et al, 2015), bem como
atividade anti-apoptética (CHTOUROU et al, 2016, CHTOUROU et al, 2015, MANNA
et al, 2015).

Ratinhos pré-tratados com naringina intraperitoneal apresentam uma reducao,
dependente da dose, da mortalidade associada ao choque por endotoxina, induzido
por LPS. Para doses de 10 mg/kg, 30 mg/kg e 60 mg/kg a reducao da mortalidade ao
fim de 48 h foi de 10%, 50% e 70%, respetivamente. No entanto, a naringina nao
mostra eficacia quando administrada apos a administracao de LPS, apresentando
apenas efeito preventivo (KANNO et al, 2006). Verifica-se ainda uma reducao,
dependente da dose, dos niveis séricos de TNF-a e NO nos ratinhos. Um estudo in
vitro, realizado em macrofagos RAW 264.7, mostrou que a naringina reduz a
expressao de genes inflamatorios como a iINOS, TNF-a, COX-2 e IL-6, bem como a
atividade transcricional do NF-kB (KANNO et al., 2006).

Um estudo desenvolvido por SAHU et al. (2014) analisa o efeito da narigina
(100 mg/Kg, oral por 7 dias) na nefrotoxicidade induzida por gentamicina em
ratinhos. O co-tratamento da naringina com a gentamicina, em comparagao com o
tratamento apenas com a gentamicina, reduz os niveis séricos de ureia e de
creatinina, e produz uma histo-arquitetura aparentemente normal, com degeneracao
tubular média sem infiltrado inflamatério; reduz o stresse oxidativo renal; e melhora a
funcdo mitocondrial. Observa-se também que a ativacao e translocacdo do NF-kB em
resposta ao stresse oxidativo sdo significativamente reduzidas, bem como os niveis
das citocinas pro-inflamatorias, TNF-a e IL-6 (SAHU et al, 2014).
A naringina tem mostrado efeito farmacolégico, tanto in vivo quanto in vitro, na
via de sinalizacao intracelular do NF-kB. Segundo o estudo feito por AHMAD et al.
(2015), a naringina reduz a ativacao da subunidade p65 do NF-kB, bem como previne

a degradacao do IkBa.
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2.4.2.2. Farmacocinética da naringina

Tal como verificado para outros flavonoides, a absorcao oral de naringina é
reduzida, sendo este composto amplamente metabolizado antes e apds a absorg¢éao
(LI et al,, 2013a). O processo de absorcao e metabolizacdo da naringina é semelhante
ao que ocorre com a rutina (KANAZE et al., 2007).

Um estudo desenvolvido por FELGINES et al (2000) compara a
biodisponibilidade oral da naringenina, naringina e hesperidina em 3 grupos de
ratinhos, tendo a naringina apresentado a menor biodisponibilidade. Foram feitas
dosagens séricas da presenca da aglicona naringenina 3, 10 e 24 horas ap6s a
ingestdao das flavononas. Observou-se que 3 horas apoés a ingestdo, apenas o grupo
da naringina ndo apresentou naringenina sérica. No entanto, 10 horas apds a
ingestdo, os valores séricos de naringenina aumentaram e apresentaram-se similares
para as trés flavononas. O atraso na absorcao da naringina pode estar relacionado
com o fato da sua absor¢do nao ocorrer no trato digestivo superior, bem como pela
possivel exigéncia da hidrélise do seu glicosideo (FELGINES et al., 2000).

Num outro estudo desenvolvido por ZHANG et al (2012), um grupo de
ratinhos foi sujeito a uma administracdao oral de naringina numa dose de 746,7
mg/kg. A naringina atingiu a concentragdo plasmatica maxima de 2300 ng/mL em 45
minutos; essa concentracdo foi reduzida apos 2 horas da ingestao, sendo que a

naringina nado foi detectada apds 24 horas da ingestao.

2.5. Estilbenos glicosilados

Os estilbenos sdo caracterizados estruturalmente pela presenca de nucleos 1,2-
difeniletileno e podem ser do tipo monomérico ou oligomérico (SHEN et al., 2009).
Na natureza aparecem maioritariamente sob a forma trans (isbmero E). Tem-se
observado que os isdmeros Z e E apresentam propriedade farmacologicas diferentes

(ROBERTI et al,, 2003, ROUPE et al., 2006, WAFFO-TEGUO et al., 2001) (Figura 27).
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(1) )

Figura 27. Estrutura basica dos estilbenos e suas formas (1) cis e (2) trans.

A maioria dos estilbenos derivam de unidades basicas de trans-resveratrol e
outras estruturas sdo encontradas em familias especificas. Exemplos de plantas que
contém estilbenos incluem uva (Vitaceae), pinheiro (Pinaceae), amendoim (Fabaceae)
e sorgo (Poaceae) (CHONG et al., 2009).

Os estilbenos estdo presentes num numero limitado de plantas, sendo que a
sua expressao depende da presenca da enzima estilbeno sintase. Todas as plantas
superiores sintetizam malonil-CoA e ésteres de CoA derivados do acido cinamico,
mas apenas algumas familias botanicas, muitas vezes filogeneticamente distantes
como Gnetaceae, Pinaceae, Dipterocarpaceae e Vitaceae, sintetizam estilbenos
(CHONG et al,, 2009, RIVIERE et al., 2012).

A primeira etapa na biossintese dos estilbenos, comum a biossintese dos
flavondides, compreende a formacao de um policetideo a partir de trés malonil-CoA
e um éster de CoA derivado do acido cinamico. O policetideo resultante pode ser
substrato da chalcona sintase ou estilbeno sintase, originando flavondides ou
estilbenos, respetivamente (RIVIERE et al, 2012) (Figura 28).

A glicosilagao de estilbenos contribui para o armazenamento, a translocacao, a
modulacao da atividade antifungica e a proteccao contra a degradagdao oxidativa
desses compostos (FLAMINI et al., 2013). A glicosilagdo inibe a oxidacao enzimatica
do resveratrol, tanto nas plantas quanto no trato digestivo humano, preservando a
sua atividade biologica e aumentando sua estabilidade e biodisponibilidade

(BRISDELLI et al.,, 2009).
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Figura 28. A via biossintética dos estilbenos e flavondides. A sintase do estilbeno e a sintase
da chalcona, respetivamente, levam a biossintese de estilbenos e flavonoides. Fonte: KODAN
et al. (2002).

Glicosideos de estilbeno tém despertado grande interesse, devido a presenca
de quantidades expressivas em uvas, vinhos e plantas medicinais (RYU et al,, 2002). O
resveratrol é encontrado na dieta essencialmente na forma do glicosideo, conhecido
como piceide ou polidatina (BRISDELLI et al,, 2009).

Nos vegetais, os estilbenos representam tanto uma forma de defesa induzida
quanto uma forma de defesa constitutiva, podendo estar presentes em altas
concentragdes, pré-existentes em algumas plantas, ou serem sintetizados em
resposta ao stresse ambiental (CHONG et al,, 2009). Estes polifendis sao muitas vezes
classificados como fitoalexinas, e como tal, sdo sintetizados rapidamente em resposta
a ataques de microrganismos ou de herbivoros, bem como podem ser produzidos
em resposta ao stresse oxidativo gerado por radiagdo ultravioleta. Estilbenos
especificos sao gerados em funcao da planta, do tecido de origem e do estimulo
ambiental (CHONG et al., 2009, ROUPE et al., 2006).

Na defesa constitutiva das plantas, os estilbenos podem atuar, por exemplo,
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como elementos de resisténcia a nematdides em pinheiros, barreira contra
herbivoros em amieiro verde, protecdo contra insetos em Yucca periculosa, bem
como compostos antifiUngicos na prevencao da deterioragdo da madeira. Estilbenos
constitutivos podem atuar também como aleloquimicos, inibindo o crescimento ou a
fotossintese de plantas vizinhas (JEANDET et al., 2010).

Apesar da baixa ocorréncia em plantas, nos Ultimos anos os estilbenos tém
despertado interesse devido a suas funcdes fisioldgicas benéficas em humanos. A alta
ingestdao de gordura, estilo de vida sedentario e consumo de vinho diario, faziam
parte dos costumes da populacdo do norte da Francga, cuja incidéncia de doencas
cardiovasculares era paradoxalmente reduzida. Tal fato, conhecido como “paradoxo
francés”, atribuiu ao consumo de vinho tinto o papel de protetor cardiovascular e
evidenciou, a partir da década de 90, o potencial efeito terapéutico do resveratrol e
seus derivados (ARTERO et al, 2015, GAMBINI et al., 2015, LIPPI et al,, 2010, RENAUD
et al, 1992).

Uma atencao especial foi dada ao resveratrol, quando SIEMANN et al. (1992)
relatou a presenca de trans-resveratrol no vinho tinto. O resveratrol é um ingrediente
ativo da medicina tradicional chinesa com efeito terapéutico em doencas
cardiovasculares (BRADAMANTE et al, 2004). Tem sido sugerido que o resveratrol é
responsavel pelos beneficios cardiovasculares associados ao consumo moderado de
vinho (ARTERO et al,, 2015, BRADAMANTE et al,, 2004, LIPPI et al., 2010).

Além do conhecido efeito sobre o sistema cardiovascular, os estilbenos tém
sido descritos na literatura como antioxidantes (HE et al, 2013, RYU et al,, 2002), anti-
tumorais (AGGARWAL et al, 2004, BRISDELLI et al, 2009, SIREROL et al, 2015,
WAFFO-TEGUO et al., 2001), anti-inflamatérios (CALABRISO et al., 2015, FUGGETTA et
al, 2011), e agentes terapéuticos contra doencas relacionada com o envelhecimento

(KASIOTIS et al,, 2013, REINISALO et al., 2015).
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2.5.1. Polidatina

A polidatina (PD), também chamada de E-piceide, € um polifenol glicosilado
do tipo estilbeno, sua aglicona é o resveratrol e seu glicosideo é a glicose (Figura 29)
(DU et al., 2013). A polidatina é a forma mais abundante de resveratrol na natureza. £
encontrada em vinho tinto, lUpulo, amendoim, produtos de chocolate e produtos

contendo cacau (WU et al, 2015b).
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Figura 29. Estrutura quimica da polidatina.

O piceide € um monocristal, isolado pela primeira vez em 1963, a partir de
raizes e risomas de Polygonum cuspidatum Sieb. et Zucc, uma planta da medicina
tradicional chinesa, usada no tratamento da inflamacdo, infecdo, ictericia,
queimaduras da pele e hiperlipidemia (PENG et al, 2013). Esta planta é rica em
resveratrol e polidatina. O teor médio de polidatina é de cerca de 3-8 mg/g, sendo
considerada a fonte concentrada mais importante deste estilbeno (PENG et al., 2013).

O E- piceide tem uma glicose ligada na posicao C-3 do resveratrol,
substituindo um grupo hidroxilo. Esta substituicito gera uma alteragao
conformacional na molécula, alterando suas propriedades bioldgicas. O piceide é
mais resistente a oxidacdo enzimatica do que o resveratrol, além de mais
hidrossoltvel (REGEV-SHOSHANI et al., 2003).

A polidatina tem sido relatada na literatura como anti-agregante plaquetario
(WANG et al, 2004), anti-oxidante (CHEN et al, 2015, FABRIS et al, 2008), agente
cardioprotetor (LIU et al., 2012), anti-inflamatorio (CALABRISO et al., 2015, LANZILLI et
al, 2012, RAVAGNAN et al, 2013), regulador da funcao imune (FUGGETTA et al,
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2011), regulador de choque severo (LI et al, 2015, WANG et al, 2013) e ainda na
sindrome de disfuncao multipla de 6rgaos (ZENG et al., 2015).

2.5.1.1. Atividade anti-inflamatéria da polidatina

A atividade anti-inflamatéria da polidatina tem sido relatada em doencas
neurodegenerativas (CHEN et al, 2015, JI et al, 2012), doencas aterosclerdticas
(CALABRISO et al, 2015, WU et al,, 2015a), lesdao pulmonar (JIANG et al, 2015, LI et
al., 2013b, SHIYU et al, 2011), lesdo renal (CHEN et al., 2013, LIU et al., 2015, XIE et al,,
2012) e colite ulcerosa (YAO et al., 2011).

De acordo com a literatura, a polidatina exerce os seus efeitos anti-
inflamatdrios através da inibicdo da via do NF-kB, reducao da expressdo de COX-2 e
iNOS, reducdo da producdo de 6xido nitrico, TNF-o, PGE-2, IL-1 (CHEN et al, 2013,
HE et al, 2012, JIANG et al, 2015, LI et al, 2013b, XIE et al, 2012), atividade anti-
oxidante (CHEN et al, 2015, FABRIS et al, 2008, WANG et al, 2015) e supressao da
atividade da fosfolipase A2 (SHIYU et al,, 2011).

|Idealmente, os radicais gerados durante o metabolismo deveriam ser
neutralizados por um elaborado sistema anti-oxidante endégeno. No entanto, fatores
ambientais, como o estilo de vida e diversas patologias, geram um excesso de
radicais que pode resultar em stresse oxidativo. O stresse oxidativo tem sido
relacionado com problemas cardiovasculares, cancro, inflamacdo e outras doencas
cronicas (WILLCOX et al., 2004).

Segundo WANG e colaboradores (2015), a polidatina tem maior acgao contra
radicais livres do que o resveratrol, aumentando mais expressivamente a quantidade
de glutationa, considerado um marcador hidrossoluvel da capacidade anti-oxidante,
e aumentando a atividade da catalase e da superdoxido dismutase, apds
administracao oral em ratinhos. Este estudo mostra ainda que ocorre uma
interconversao in vivo entre a polidatina e o resveratrol, sendo que o composto
glicosilado apresenta maior nivel sérico apds a administracao de ambos (WANG et al.,

2015). Uma outra pesquisa mostra que a captacao de radicais por parte da polidatina
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€ maior que a do resveratrol, pois este Ultimo pode reagir com uma molécula do
proprio radical, reduzindo dessa forma o seu pontencial anti-oxidante (FABRIS et al,
2008).

CHEN e colaboradores (2013) avaliaram o efeito do tratamento oral da
polidatina sobre um modelo de ratinhos de nefropatia Urica. Este trabalho comparou
o efeito da polidatina com o alopurinol, e mostra que o estilbeno (ICsp =65,2 UM, in
vitro) inibe a xantina oxidase, assim como o alopurinol (ICso = 8,1 uM, in vitro),
reduzindo a producdo de acido Urico. No entanto, em contraste com o alopurinol, a
PD ndo apresentou efeitos adversos sobre o figado, rins e sistema imune neste
estudo. Apesar da PD apresentar menor reducdo dos niveis de acido Urico, ela
mostrou um efeito anti-oxidante superior ao alopurinol e inibiu as respostas
inflamatodrias por regulacdo negativa da cascata induzida por NF-kB (CHEN et al,

2013) (Figura 30).

Acido arico
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Figura 30. Mecanismo de agao proposto para a polidatina em nefropatia Urica induzida em
ratinhos. Adaptado de CHEN et al. (2013).
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A formagdo de ROS é induzida em tecidos cerebrais em situacao de isquémia.
Esse excesso de ROS pode ativar diversas vias de sinalizacdo e induzir stresse
oxidativo e respostas inflamatérias (JI et al, 2012). A administragdo intraperitoneal de
polidatina (50mg/kg) a ratinhos com acidente vascular encefalico isquémico tem
efeito neuroprotetor, através da reducdo de danos oxidativos e inflamatorios e
reducdo da permeabilidade da barreira hemato-encefalica (BHE). Estes efeitos sdo
obtidas através da regulagdo positiva, por parte da polidatina, da expressao de Gli1,
Ptch1 e SOD1, que contrariam o stresse oxidativo, e ainda da claudin-5, proteina que
tem um papel fundamental na regulacdo da permeabilidade da BHE, além da
regulacao negativa da via do NF-kB (JI et al,, 2012).

A exposicao de células ao LPS induz, a partir da ligagdo do mesmo a
glicoprotéina MD2, a translocacao de recetores de TLR4 do complexo de Golgi para a
membrana plasmatica (SENDER et al, 2014). A polidatina inativa, significativamente, a
translocacdo de TLR4, MyD88 e IRAK-1 para membranas de células expostas ao LPS.
Como resultado, o pré-tratamento com a polidatina bloqueia eficazmente a
fosforilacdo de IKK-a, IKK-B, IkB-a e NF-kB e, consequentemente, atenua os efeitos

da lesdo pulmonar aguda em ratinhos, induzida por LPS (JIANG et al,, 2015).

2.5.1.2. Farmacocinética da polidatina

Ao contrario do resveratrol que é absorvido de forma passiva, a polidatina,
devido a sua ligacdo a glicose, é absorvida no intestino delgado através do
transportador ativo sédio-dependente (SGTL1). No entanto, o trans-piceide pode
sofrer hidrélise da ligacao glicosidica no interior dos enterodcitos, por acgdo da f3-
glicosidase (HENRY et al.,, 2005).

Apds a administracdo oral, 98.4% da polidatina é metabolizada no intestino e
no figado. O resveratrol glucuronado é o principal metabolito deste composto,
podendo alcangar 84% do total (DU et al,, 2013). Estudos in vivo tém mostrado que o

trans-piceide, trans-resveratrol, trans-3-O-B-glucoronidio e o trans-piceide sulfatado
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sdo detectados no plasma apds a administracdo oral de trans-piceide, tanto em

humanos quanto em ratinhos (BURKON et al., 2008, ZHOU et al.,, 2007).

2.6. Modulacao da atividade biologica de compostos polifendlicos através
de modificacoes estruturais

Apesar do extenso uso dos flavondides na area farmacéutica, cosmética e de
preparacao de alimentos, estes compostos tém limitada estibilidade e solubilidade
tanto em fases lipidicas quanto aquosas (ARDHAQUI et al., 2004, CHEBIL et al., 2006,
VISKUPICOVA et al,, 2009). Com o objetivo de melhorar essas propriedades, muitos
autores tém proposto modificagdes nas suas estruturas através de reaccdes quimicas,
enzimaticas ou quimio-enzimaticas. As reacdes de glicosilagdo e de acilacdo tém
recebido especial destaque. A glicosilagdo é responsavel pelo aumento do carater
hidrofilico, ao passo que a acilagcdo torna os polifendis mais hidrofébicos (ARDHAOUI
et al, 2004, CHEBIL et al.,, 2006).

Devido a presenca relativamente abundante, bem como a alta reatividade dos
grupos hidroxilos, as reaces de acilacao de polifenois estdao associadas a problemas
de regiosseletividade o que leva a perda de grupos responsaveis pelas atividades
anti-oxidantes dos flavondides (CHEBIL et al, 2006). Visando contornar a
problematica da seletividade dessas reagdes, tem-se usado, com muita frequéncia, a
catalise enzimatica. Existem varias patentes que descrevem a producdo de ésteres de
flavondides e sua utilizagdo para o fabrico de produtos farmacéuticos,
dermofarmacéuticos, cosméticos, composi¢des nutracéuticas ou agro-alimentares
(VISKUPICOVA et al.,, 2009).

A acilacdo seletiva dessas moléculas poli-hidroxiladas pode alterar as suas
propriedades bioldgicas e farmacoldgicas, produzindo analogos aptos para estudos
de relacao estrutura atividade, em particular relativamente a habilidade de penetrar
as membranas celulares (KATSOURA et al., 2006).

Um estudo desenvolvido por SALEM et al. (2011), demonstrou, por meio de

testes in vitro, que derivados ésteres da isoramnetina-3-O-glucosideo apresentam
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maior atividade relativamente a xantina oxidase do que a isoramnetina-3-O-
glucosideo. A isoramnetina-3-O-glucosideo apresentou um ICso de 174 uM, seu
derivado butiril éster (C4:0) mostrou um ICso de 61 UM, e o derivado lauril éster
(C12:0) mostrou um ICso de 13 pM. Este resultado indica ocorrer uma relacao direta
entre o tamanho da cadeia acil e a atividade para a xantina oxidase. Este estudo
indica ainda que os derivados ésteres apresentam maior inibicdo no crescimento de
células tumorais Caco2, onde a isoramnetina-3-O-glucosideo mostra um ICso de 162
UM, o derivado butiril éster um ICso de 100 uM e o derivado lauril éster um ICso de 81
UM (SALEM et al, 2011).

MELLOU e colaboradores (2005), avaliaram a atividade de dois flavondides
extraidos de plantas endémicas gregas, o monossacarideo crisoeril-7-O-f-D-(3"-E-p-
cumaroilo) glucopiranésido e o dissacarideo crisoeril-7- [6'-O-acetil-B-D-alosilo-
(1-2)-B-D-glucopiranosido] e dois ésteres de laurato de vinilo derivados destes

flavonoides, obtidos por catalise enzimatica a partir da lipase de Candida antarctica

(Figura 31).
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Figura 31. Esterificacdo enzimatica de crisoeril-7-O-B-D-(3""-E-p-cumaroilo) glucopirandsido,
e crisoeril-7- [6”-O-acetil- -D-alosilo-(1-2) -B-D-glucopirandésido].
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Observou-se que o composto chamado de P> (figura 30) foi o Unico, entre os
quatro, a apresentar atividade antimicrobiana contra as bactérias gram-positivas S.
aureus (MIC 1000 pg/mL) e B. Cereus (MIC 500 pg/mL), sendo que o MIC da
estreptomicina para ambas as bactérias é de 1000 ug/mL (MELLOU et al, 2005). A
acilacdo também melhorou a atividade antioxidante dos dois flavondides
relativamente a LDL, onde o derivado P1 apresenta-se cerca de 2 vezes mais potente
que o flavondide 1 e o derivado P2 apresenta-se cerca de 20 vezes mais potente que
o flavondide 2. Possivelmente, o aumento da lipofilicidade afectou a incorporacao
dos compostos na parte lipidica da particula de LDL, facilitando o acesso ao local da
peroxidacgdo lipidica (MELLOU et al., 2005).

Um estudo recente (SUDAN et al, 2015) testou a atividade de derivados
ésteres de cadeia longa de isoquercetina (ésteres de acido oleico, estearico,
linolénico, linoleico, eicosapentaendico, docosahexaendico), em linhas celulares
humanas de carcinoma hepatico (HepG2). Observou-se que os derivados ésteres
apresentam acao antiproliferativa e menor citotoxicidade em células normais
relativamente a quercetina, sorafenib e cisplatina nas mesmas concentragdes.

Uma série de 3-O-acetil-(-) -epigalocatequina foi sintetizada e as suas
capacidades inibitérias foram testadas relativamente a 5a-reductase. A inibicdo da
5a-reductase aumenta com o aumento do nimero de atomos de carbono do acido
gordo saturado ligado a epigalocatequina. O composto de maior atividade, um éster
do acido palmitico (16 carbonos), apresentou um ICso 0,53uM, e mostrou-se cerca de
12 vezes mais potente que a epigalocatequina (ICso 6.29uM). A substituicdo do acido
gordo saturado por um acido gordo insaturado aumentou levemente a atividade,
gerando o composto mais potente com um ICsg de 0,48uM, que mostrou moderada
atividade antitumoral in vivo: o tamanho do tumor no 28° dia de tratamento foi de
38% para o derivado éster (20mg/Kg) e de 32% para a epigalocatequina (80 mg/kg)
(LIN et al, 2010).

Muitos polifendis acabam por ndo originar medicamentos devido a pobre
biodisponibilidade oral e a inadequagédo as regras dos 5 de Lipinsky. No entanto,

estratégias de sintese podem elaborar analogos mais atrativos, como
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frequentemente acontece com moléculas derivadas de produtos naturais. Além disso,
novos compostos semi-sintéticos sdo importantes para estudos de relagdo estrutura-
atividade, objetivando o entendimento dos mecanismos de acdao dos compostos
analisados (QUIDEAU et al.,, 2011).

Diante dos fatos supracitados é evidente que as modificacdes estruturais de
compostos fendlicos sdo promissoras, tanto no que diz respeito a alteracao das

caracteristicas farmadinamicas como das caracteristicas farmacocinéticas.

3. Biocatalise

Muito antes da humanidade saber da existéncia dos microrganismos, ja os
utilizava em processos fermantativos. A producdao de bebidas alcdolicas a partir de
graos por sumeérios e babilonios, data de 6000 a.C.. No entanto, s6 em 1856, Loius
Paster consegue provar que as fermentacdes eram feitas por microrganismos, e que
cada microrganismo produzia um processo especifico de fermentagdo (OLIVEIRA et
al,, 2009).

No fim do século XIX, Eduard Buchner muda a perspectiva do uso de enzimas,
quando relata uma fermentagdo bem-sucedida de agUcar por extratos de levedura
cell-free, mostrando que as transformagdes bioldgicas ndo requeriam
necessariamente células vivas (REETZ, 2013).

Em meados do século XX, industrias farmacéuticas como Upjohn, Schering,
Pfizer, e Merck, demonstraram pela primeira vez a hidroxilacdo oxidativa regio- e
estereosseletiva de esteroides catalisada por cepas microbianas (REETZ, 2013). Na
mesma época, técnicas para isolamento e purificagdo de enzimas foram optimizadas,
e o ritmo de desenvolvimento da biocatalise em quimica organica sintética aumentou
gradualmente nos anos 1960, 1970, e 1980, em paralelo aos avancos na descoberta
de mecanismos enzimaticos (REETZ, 2013).

O termo biocatalise denota o uso de enzimas (biocatalisadores) para
desenvolver transformagdes quimicas (TORRELO et al,, 2015). A maior vantagem do

uso de enzimas é a seletividade, nomeadamente a enantiosseletividade, que
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rotineiramente alcanca >99% (BOMMARIUS et al., 2004). Além do fato da biocatélise
propiciar a sintese de moléculas complexas que dificilmente conseguiriam ser
produzidas através da sintese organica classica (KOELLER et al,, 2001).

Como desvantagens do uso de enzimas como catalisadores, aparecem a
instabilidade em pH e temperaturas extremas, disponibilidade apenas para reagdes
especificas e longo tempo de desenvolvimento de novos biocatalisadores
(BOMMARIUS et al.,, 2004).

Entretanto, o fato dos biocatalisadores atuarem sob condicdes amenas, como
pH fisiolégico e temperatura ambiente, pode ser um ponto positivo se forem
consideradas as questdes ambientais (BOMMARIUS et al,, 2004). Essas caracteristicas
fazem como que a biocatalise siga alguns dos 12 principios da quimica verde (Tabela

8), sendo assim caracterizada, por muitos, como um tipo de reacao 'verde’.

As reagOes biocatalisadas representam uma extensdao das rotas
classicas de sintese com significantes reducdes nos impactos ambientais
gerados pelos processos classicos. A biocatalise também é um dos
processos que podem ser explorados no desenvolvimento da quimica
verde. A alta régio e estéreo seletividade das bioconversdes pode
simplificar os processos industriais, aumentando o rendimento e
diminuindo a geracao de subprodutos (PRADO, 2003).

A fim de aplicar as caracteristicas da quimica verde presentes na biocatalise, é
essencial integrar transformagdes enzimaticas estrategicamente em transformacdes
quimicas, com o objetivo de desenvolver processos biocataliticos capazes de
substituir rotas quimicas menos eficazes e com custo de producao mais elevados
(TAO et al., 2009). Esses métodos tem sido buscados pela industria farmacéutica, com
o intuito de contornar a sintese dificultada de produtos com alta regio e
esteriosseletividade, que frequentemente exigem multiplas etapas de proteccao e

desprotecgdo (POLLARD et al.,, 2007).

Tabela 8. 12 principios da quimica verde. Fonte: PRADO (2003.)

66



12 principios da quimica Verde

Prevencao

Economia atomica

Sinteses com compostos de menor
toxicidade

Desenvolvimento de compostos
seguros

Diminuicio de solventes e

auxiliares

Eficiéncia energética

Uso de substancias recicladas

Reducao de derivativos

Catalise

10. Desenvolvimento de compostos

para degradacao

11. Analise em tempo real para a

prevencao da poluicao

12. Quimica segura para a prevencao

de acidentes

E  melhor prevenir a formacdo de
subprodutos do que trata-los
posteriormente

Os métodos sintéticos devem  ser
desenvolvidos para maximizar a

incorporacao dos atomos dos reagentes nos
produtos finais desejados.

Sempre que possivel deve-se substituir
compostos de alta toxicidade por
compostos de menor toxicidade nas
reacOes quimicas

Os produtos deverdo ser desenvolvidos
para possuirem a funcdo desejada,
apresentando a menor toxicidade possivel.
A utilizacdo de solventes, agentes de
separagao, e outros deverdo ser evitados
quando possivel.

Os métodos sintéticos deverdo  ser
conduzidos sempre que possivel a pressado e
temperatura ambientes, para diminuir a
energia gasta durante um processo quimico.
Os produtos e subprodutos de processos
quimicos deverdo ser reutilizados sempre
que possivel.

O uso de reagentes bloqueadores, de
protecdo ou desprotecao, modificadores
temporarios deverdo ser minimizados ou
evitados quando possivel, pois estes passos
reacionais requerem reagentes adicionais e
podem produzir subprodutos indesejaveis.
A aplicagdo de catalisadores para aumentar
a velocidade e o rendimento dos processos
quimicos.

Produtos quimicos deverao ser
desenvolvidos para a degradacao indcua de
produtos téxicos, para nao persistirem no
ambiente.

As metodologias analiticas precisam ser
desenvolvidas para permitirem o
monitoramento do processo em tempo real,
para controlar a formacdo de compostos
toxicos.

As substancias usadas nos processos
quimicos deverdo ser escolhidas para
minimizar acidentes em potencial, tais como
explosdes e incéndios.
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Um exemplo do uso da biocatalise na industria farmacéutica é sua aplicacao
na sintese de estatinas. A sinvastatina atualmente € sintetizada a partir da lovastatina,
que é um produto natural. De modo geral, o processo requer seis etapas como
resultado da necessidade de proteger os grupos carboxila e hidroxila, seguida da
desprotecao (Figura 32). Uma sintese enzimatica da sinvastatina foi publicada a partir

da lovastatina por transferéncia directa do grupo acil, por meio de E. Coli
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recombinante que expressa uma aciltranferase (LovD), sendo obtida alta conversédo
(>99%) e alta pureza (>98%) ( Figura 33) (TAO et al, 2009).

A obtencdo de enzimas em larga escala era um obstaculo para a implantacao
da biocatalise a nivel industrial, devido ao alto custo e pela dificultada
disponibilidade de compra. No entanto, apds a década de 90, com o advento da
engenharia molecular, a producdo de proteinas em larga escala teve um salto. Hoje
em dia, tem-se acesso a um grande numero de enzimas, cujas propriedades
biocataliticas podem ser modificadas pelo emprego de técnicas de evolucao dirigida
(GONCALVES et al, 2013).

O biocatalisador pode ser uma célula integra ou um extrato enzimatico puro
ou parcialmente purificado. O uso de enzimas puras ou parcialmente purificadas
apresentam vantagens como alta especificidade, maior produtividade e facilidade
de isolamento dos produtos. No entanto, o uso de células integras, de modo geral, é
mais barato e conveniente para sistemas enzimaticos que dependem de cofactor,
pois a prépria célula possui a maquinaria para promover a regeneracao do mesmo

(OLIVEIRA et al., 2009).

3.1. Classes de enzimas

As enzimas sao classificadas em seis grandes grupos, baseadas na reacao que
elas catalisam (no nimero de ordem EC): Oxido-reductase, transferases, hidrolases,
liases, isomerases e ligases (BOMMARIUS et al., 2004, KRISHNA, 2002).

e Oxido-reductase (EC:1): Estas enzimas catalisam reaccdes de oxido-
reducgdes, o que significa que elas atuam no substrato através da
transferéncia de electrdes. O nome sistematico da enzima é formado
por doador: aceptor: oxidoreductase. O substrato que esta a ser oxidado
é considerado o doador de hidrogénio. O nome recomendado é
geralmente doador desidrogenase. O termo doador oxidase é usado

apenas quando o O; é o aceptor (MCDONALD et al., 2000).
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Algumas oxido-reductase sao dependentes de co-factores, que serdo
reduzidos ou oxidados em contraposicdo ao substrato. Os cofactores
mais comuns sao NADH/NAD+ , NADPH/NADP+ , FADH/FAD+ ,
ATP/ADP e PQQ. Para conseguir aplicabilidade a nivel industrial, devido
ao alto custo, essas enzimas devem ter um eficiente sistema de
regeneragao de cofactor ou podem estar contidas em células inteiras
(KRISHNA, 2002). O interesse por essa classe de enzimas tem crescido
em escala industrial, principalmente devido a grandes demandas por
processos de oxidacdo econdmicos e limpos e por produtos de
oxidacdo altamente especificos e complexos. A engenharia enzimatica
tem contribuido para o melhoramento das caracteristicas dessas
enzimas, nomeadamente no campo da regeneracdao de cofactores

(CIRINO et al,, 2002, LI et al,, 2002, URLACHER et al., 2006).

Transferases (EC:2): transferem um grupo a partir de um substrato (o
dador) para outro (o aceitador). O nome sistematico é na forma dador:
aceitador: grupo transferase. Os nomes recomendados s@do normalmente
formados de acordo com o aceptor do grupo transferase ou dador do
grupo transferase (MCDONALD et al., 2000).

Estas enzimas sao pouco usadas na indUstria, pois muitas vezes nao
atingem rendimentos elevados devido a equilibrios reacionais, os
substratos de transferéncia de grupo sdo muito caros e/ou seus
produtos correspondentes nao sao facilmente reciclados (KRISHNA,

2002).

Hidrolases (EC:3): Estas enzimas catalisam a clivagem hidrolitica de C-O,
C-N, C-C e algumas outras ligacbes, incluindo anidrido fosférico.
Embora o nome sistematico seja hidrolase, o nome comum é, em
muitos casos, formado pelo nome do substrato com o sufixo ase

(MCDONALD et al., 2000).



Algumas hidrolases atuam em ligagdes do tipo éster, glicosilo,
peptideo ou amida, e catalisam ndo apenas a remocao hidrolitica de um
grupo particular dos substratos, mas da mesma forma a transferéncias
desses grupos para moléculas aceitadoras adequadas. Em principio
todas as enzimas hidroliticas podem ser classificadas como transferases,
uma vez que a hidrélise em si pode ser considerada como a
transferéncia de um grupo especifico, cuja agua é o aceitador
(MCDONALD et al, 2000). Elas podem ser divididas em trés grupos:
esterases (catalisam a hidrélise de ésteres), proteases (catalisam a
hidrélise de peptideos) e lipases (catalisam a hidrélise de acilglicerdis).
Dentre todas as classes de enzimas, as hidrolases sao as mais
amplamente empregadas para biotransformacdes industriais. Estima-se
que cerca de 80% de todas as enzimas usadas pela indUstria sejam
hidrolases (KRISHNA, 2002). As razdes para este sucesso surgem da
disponibilidade destas proteinas a partir de diferente fontes comerciais
a precos razoavelmente baratos, seu facil manuseio (ndo sao sensiveis e
nem precisam de cofactores), sua estabilidade e versatilidade de accao
(CARREA et al., 2000).

As lipases serao tratadas especificamente, pois foram as enzimas usadas

durante o desenvolvimento deste presente trabalho.

Liases (EC:4): Sao enzimas que clivam liga¢des do tipo C-C, C-O, C-N,
dentre outras. Atuam por eliminagdo, gerando duplas ou anéis,
podendo ainda atuar inversamente adicionando grupos a ligacdes
duplas. O nome sistematico é formado de acordo com o padrdo:
substrato grupo-liase (MCDONALD et al.,, 2000).

As liases tém ganhado relevancia a nivel industrial devido a
possibilidade de realizar reagdes reversas e formar ligagdes, atuando

como sintase (KRISHNA, 2002).
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e Isomerases (EC:5): Estas enzimas catalisam mudancas geométricas ou
estruturais dentro da mesma molécula. De acordo com o tipo de
isomerismo envolvido, elas podem ser chamadas de racemases,
epimerases, cis-trans-isomerases, isomerases, tautomerases, mutases ou
cicloisomerases (MCDONALD et al, 2000). As Isomerases realizam
alteracdes moleculares altamente seletivas e muitas vezes complexas;
de particular interesse comercial é a isomerizacdo de glicose para
frutose catalisada pela glicose isomerase (DORDICK, 2013). Essas
enzimas sao amplamente usadas na producao de agucares raros, devido
a ampla especificidade para o substrato, podendo ser aplicadas na
sintese de diversas aldoses e cetoses a partir de compostos mais

baratos (BEERENS et al,, 2012).

e Ligases (EC:06): catalisam a ligacdo entre duas moléculas com a
hidrélise concomitante de uma ligacdo de ATP em difosfato ou um
trifosfato semelhante. O nome sistematico da enzima é A:B ligase
(MCDONALD et al, 2000). As ligacbes formadas sao C-O, C-S e C-N.
Estas enzimas nao sdo usadas em grande escala, mas tém um papel

importante na natureza (KRISHNA, 2002).

3.1.1. Lipases

As lipases (triacilglicerol acil hidrolases, E.C. 3.1.1.3) atuam em ligacdes de
ésteres carboxilicos, presentes em triacilglicerdis, libertando acidos gordos e glicerol.
O substrato natural das lipases sao triacilglicerdis de cadeia longa, pouco soluveis em
agua; as reacOes sao catalisadas na interface lipido-agua. Sob condi¢cbes micro-
aquosas, as lipases apresentam a habilidade de realizar a reacao reversa, levando a
esterificacdo, alcodlise e acidolise (GUPTA et al., 2004).

Uma caracteristica das lipases € um fendmeno conhecido como ‘ativagao
interfacial’. A ativacao interfacial é caracterizada por um aumento da atividade da

enzima em situagbes onde o substrato apresenta-se em micelas ou gotas de
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emulsao. As lipases que apresentam esse comportamento nao seguem o modelo de

Michaelis-Menten (HARI KRISHNA et al.,, 2002, REIS et al,, 2009) (Figura 34).

Soluble Aggregate
substrate substrate
[]
4t H 1k ;
1 i
: 1
3 : 3 !
i l
e ' = 1
2 2} I z 2 }
° 1 5] |
< Esterase < i Lipase
' ,
1 : I+ :
: i
1
H . l :
0 ! 2 \] ! 2
C* saturation C* saturation

Figura 34. Hidrdlise de triacentina pela lipase pancredtica e esterase em funcdo da
concentracdo de substrato. As esterases seguem a lei de Michaelis-Menten, enquanto as
lipases nao. A atividade das lipases aumenta, pois acima do limite de solubilidade, o
substrato apresenta-se sob a forma de micelas. Fonte: REIS e colaboradores (2009).

Os mecanismos propostos para explicar esse fenomeno, podem ser divididos
em duas catergorias: teoria do substrato e teoria do modelo enzimatico
(DAMODARAN, 2015). Levando em conta a teoria do substrato, atribui-se ao
fendmeno de ativacao interfacial a concentracdo, estado de hidratacdo e
conformacao do substrato na interface agua/lipido. Entretanto, a extensdo do
aumento de 103 a 10* na taxa da atividade catalitica quando a enzima est4d em
presenca da interface, ndo pode ser justificada apenas por essas caracteristicas
(DAMODARAN, 2015).

Relativamente ao modelo enzimatico, considera-se que a ativacao interfacial
decorra de uma alteracao conformacional enzimatica sob o ambiente de interface
agua/lipidos, a partir da forma fechada para a forma aberta do lid que recobre o sitio
ativo (DAMODARAN, 2015, HARI KRISHNA et al, 2002). Sendo esta questao
suportada pela resolucdo de estructuras cristalinas de enzimas fungicas e humanas,
que mostram a presenca de uma curta a-hélice amfipatica (lid) que mantém o sitio

ativo inacessivel para o substrato. Na presenca da interface agua/lipidos, essa a-
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hélice amfipatica pode tornar o sitio ativo acessivel ao substrato (DAMODARAN,

2015, REIS et al.,, 2009).

H,C—O—COR H L ~——0—COR
TAG - Triacylglycerols |
HC =0 —COR "o (o] CcOon
MG e O = COR H G =0 ~—~COR
Open state Closed state

DAG

MAG

Figura 35. Mecanismo global de catalise da CALB. Uma molécula de triacilglicerol (TAG) é
hidrolisada a diacilglicerol (DAG) e monoacilglicerol (MAG), quando a CALB esta em estado
aberto.

No entanto, nem todas as lipases apresentam esse comportamento. A lipase B
obtida da Candida antarctica (CALB) nao sofre ‘ativacao interfacial’ (STAUCH et al,
2015). Uma conformacao fechada desta enzima nunca foi apresentada, sugerindo
que a auséncia de ativacao interfacial advém da falta de um lid que regule o acesso
ao sitio ativo (MARTINELLE et al, 1995). No entanto, esta informacdo é contradita
num trabalho desenvolvido por STAUCH et al (2015), neste estudo é apresentado
que a CALB tem a-hélice 5 e a-hélice 10 que mostram ser responsaveis por sua
conformacao fechada, em decorréncia da formacdo de uma ponte salina entre o
grupo carboxilico da Asp145 e a cadeia lateral da Lys290. Entretanto, o mecanismo
pelo qual o lid recobre o sitio ativo ndo esta relacionado com a interface
agua/lipidos, no caso da CALB o pH do meio é que desempenha esse papel (Figura
35). No pH 7, a CALB em solugdo apresenta oscilagao entre a conformacao fechada e

a conformacdo aberta, sendo que a remocao do residuo Asp145 a partir da a-hélice,
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torna a atividade da enzima independente do pH, mostrando a estrita relacao entre

este novo lid apresentado e o pH do meio.

A interface agua/lipidos influencia na reagdo catalisada naturalmente pelas

lipases: a hidrolise de triacilglicerdis. No entanto, essas enzimas também sdo ativas

em uma ampla variedade de substratos e tembém catalisam reacdes de sintese como

esterificacdo e transesterificacdo (CASAS-GODOY et al, 2012, REIS et al, 2009,
STERGIOU et al,, 2013) (Figura 36).

a

Figura 36. Reac¢des catalisadas por lipases. Fonte: CASAS-GODOY e colaboradores (2012).
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As reagOes de sintese sao realizadas em ambientes com baixa atividade de
agua. Lipases tem sido empregadas em experimentos usando alcoois primarios e
secundarios ou ambos em sistema livre de solventes ou em solventes organicos.
Dentre os importantes factores que influenciam o rendimento das esterificacdes
estdo a concentracao da enzima e substrato, suas proporcdes molares, valor de pH e
temperatura de reacdo, as taxas de mistura e o teor de agua. Também é possivel
desenvolver reacdes de tio-esterificacdo e amidacao, usando tiois ou aminas como
substratos (CASAS-GODOY et al,, 2012, STERGIOU et al., 2013).

As lipases apresentam um amplo potencial para a sintese quimica, pois
aceitam uma grande quantidade de substratos, sdo bastante estaveis em solventes
organicos, e assim podem ser usados para rea¢des de hidrélise ou sintese de ésteres.
Adicionalmente, reagem com varios tipos de triglicerideos como ésteres aromaticos,
biciclicos, aliciclico, alifatico e até mesmo ésteres a base de compostos
organometalicos. Relativamente a ésteres racémicos ou substratos com muitos
grupos hidroxilas, reagem com alta enantio e regiosseletividade (SCHMID et al,
1998).

Constituem o mais importante grupo de biocatalisadores para aplicagdo em
biotecnolégia. Tem sido aplicadas na sintese de biopolimeros e biodisel, na producao
de farmacos enantiomericamente puros, agroquimicos e compostos aromatizantes
(HASAN et al, 2006).

As lipases podem ser obtidas de um grande numero de fontes animais,
vegetais, fungicas e bacterianas. Suas propriedades podem variar de acordo com as
fontes das quais sao obtidas, apresentando diferentes especificidades de
posicionamento, especificidades de acidos graxos, termo-estabilidade e pH éptimo
(HASAN et al., 2006).

Seu sitio ativo € similar ao das proteases, sendo formado por uma triade
calatalitica que consiste em um residuo nucleofilico de serina, ativado por ligagdes de
hidrogénio conectado a histidina e acido aspartico ou acido glutamico (KAPOOR et

al., 2012, SCHMID et al., 1998).
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As lipases apresentam especificidade posicional, estereoquimica e de

substrato. Tais especificidades serdo detalhadas abaixo:

e Regioespecificidade (Especificidade de posicao): As lipases podem ser de trés

tipos de acordo com sua capacidade em hidrolisar triglicerideos.

(i)

(i)

Nao especificas: catalisam as reacdes em todos os grupos
hidroxilo dos triglicéridos e, portanto, podem eliminar o acido
gordo a partir de qualquer posicao, apresentam mono e
digliceridos como intermediarios. Sdo exemplos de lipases
inespecificas aquelas obtidas de Candida rugosa, Staphylococcus
aureus, Chromobacterium viscosum, Thermomyces lanuginosus e
Pseudomonas sp. (HARI KRISHNA et al, 2002, KAPOOR et al,
2012, RIBEIRO et al, 2011) (Figura 37).

H2G-2=C0R néolélgsggifica HErOH
Hé-O-COR +3H,0 ——= H(|3—OH + 3RCOOH
H,C-0-COR HZCI:—OH
Triglicerideo Glicerina

Figura 37. Esquema geral para catalise de rea¢des de lipases nado
especificas. Adpatado de KAPOOR e colaboradores (2012).

1,3 - Especificas: Catalisam reagdes apenas em grupos hidroxilo
primarios de triglicerideos. E assim libertam preferencialmente
acidos gordos a partir das posi¢oes 1 e 3, gerando di ou mono-
glicerideos. Sao exemplos lipases obtidas a partir de spergillus
niger, Mucor javanicus, Rhizopus delemar, Rhizopus oryzae,
Yarrowia lipolytica, Rhizopus niveus, and Penicillium roquefortii
(HARI KRISHNA et al., 2002, KAPOOR et al., 2012, RIBEIRO et al,
2011) (Figura 38).

7



78
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Figura 38. Esquema geral para reacdes catalisadas por lipase 1,3 — especificas.
G, MG, DG e TG se referem a glicerol, monoglicerol, diglicerol e triglicerido,
respectivamente. Adpatado de KAPOOR e colaboradores (2012).

(i)  Lipases especificas de acidos gordos: algumas lipases
preferem a hidrélise de ésteres formados a partir de acidos
gordos de cadeia longa com liga¢des duplas entre C-9 e C-10.
Esteres insaturados ou sem ligacdo dupla no carbono 9, sdo
lentamente hidrolisados. Este tipo de especificidade nao é
comum entre as lipases e provavelmente o exemplo mais
estudado deste caso é a lipase obtida a partir da Geotrichum
candidum (HARI KRISHNA et al, 2002, KAPOOR et al, 2012,
RIBEIRO et al,, 2011).

Especificidade de substrato: as lipases mostram especificidade ndo apenas
relativamente tipo de cadeia do acido gordo, mas também relativamente a
parte alcool do substrato (GANDHI et al,, 1995, KAPOOR et al., 2012).

Algumas lipases mostram preferéncia por certos tipos de acidos gordos ou
grupos de acidos gordos, por exemplo, a lipase de Aspergillus flavus mostra

maior preferéncia por tricaprina do que a trioleina (LONG et al,, 1998). Lipases



a partir de Candida rugosa e Rhizomucor miehei tem maior preferéncia por
acido oléico do que por acido eladico, enquanto a lipase A obtida Candida
antarctica prefere acido eladico do que acido oléico (BORGDOREF et al., 1999)
(Figura 39).
(1)
O

Ho)k/\/\/\/\/\/\/\/\

(2)
0
OH

Figura 39. (1) Acido Elaidico (4cido (E) -octadec-9-enéico) e (2) acido Oléico (acido
(2) -octadec-9-endico). Lipases obtidas de C. rugosa e R. miehei tém preferéncia pelo
acido oleico, ao passo que lipases obtidas a partir de C. antarctica tem preferéncia
pelo acido eladico.

A atividade das lipases também varia dentre os diferentes grupos de alcoois:
alcool primario> secundario> terciario (KUO et al, 1993). Alcoois terciarios e

seus ésteres nao sao bons substratos para lipases (O'HAGAN et al,, 1994).

Enantiosseletividade: Muitas lipases tem mostrado alta estereosseletividade, e
promovem a preparacao de compostos enantiomericamente puros, através de
resolucao cinética ou resolucao cinética dinamica de racematos (DE MIRANDA
et al, 2015). Na resolucdo cinética de um racemato, um dos enatidomero
interage com o catalisador quiral, enquanto o outro ndo consegue essa
mesma interagdo, logo, na presenca do catalisador quiral, um dos
enatiomeros é convertido para o produto em uma taxa muito maior do que o

outro (DE MIRANDA et al,, 2015) (Figura 40).
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Figura 40. Reacdo de resolucdo cinética catalisada por lipase. (a) Resolucdo cinética de
um racemato nucleofilico, (b) Resolucao cinética de um éster racémico. Y = NH, OH,
Nu = OH, OR, NH2. Fonte : DE MIRANDA e colaboradores (2015).

A enantiosseletividade das lipases € amplamente influenciada pelo meio
reacional, que compreende caracteristicas como o solvente organico, a atividade de
agua, a concentracao do substrato e a estrutura do substrato. A modificagdo de tais
parametros tém um papel importante e, de modo geral, altera a enantiosseletividade,
particularmente devido a mudancas nos modos de ligagdo dos substratos
enantioméricos (BERGLUND, 2001).

Constituem-se exemplos da aplicagdo de lipases pela indUstria farmacéutica, a
resolucdo cinética de intermediarios da sintese do paclitaxel, crizotinib, pregabalina,
ezetimibe, naproxeno, cetoprofeno; e a acilacao estereosseletiva de intermediarios na
sintese de pimecrolimus, loxoprofeno, flurbiprofeno, ibuprofeno, cetorolaco,
cloranfenicol, e tianfenicol, duloxetina, nebracetam, dentre outros (CARVALHO et al,

2015) (Figura 41).

OH OH OH OCOR,
lipase
= | Cl organic solvent Cl
=N HMN
R; \ﬂ/\lc| i R, HN \”/J\Cl
o
0 Ry O o
Ry= NO; (1R, 2R-Chleramphenicol) R,= CH5; CH,CH;; Rq= NO; (75-91%)
R,= 80;Me (1R 2R-Thiamphenicol) (CH,)sCHa; Rq= 50;Me (94-98%)
(CH3)4pCHs;
(CH2)14CH3

Figura 41. Exemplo do uso de lipases para acilacdo regiosseletiva. Acilacao do cloranfenicol e
tianfenicol com o intuito de melhorar o gosto amargo. Fonte: CARVALHO e colaboradores
(2015).
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3.1.1.1. Mecanismo catalitico das serina- hidrolase

O sitio ativo das lipases esta localizado no interior de um bolso na parte
superior do folha-B central da estrutura proteica. A superficie do bolso é coberta por
residuos hidrofébicos que interagem com o substrato que comumente é hidrofobico
(CASAS-GODOY et al, 2012). O sitio ativo das lipases € formado por uma triade
catalitica dos aminoacidos serina, histidina e acido aspartico/acido glutamico. O sitio
ativo tanto das lipases quanto da serino proteases sao quimicamente similares, mas
estructuralmente distintos. O grupo seril hidroxila nas lipases ndo esta orientado da
mesma forma que nas serino proteases, resultando em uma estereoquimica invertida

da triade catalitica (KAPOOR et al, 2012).
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Figura 42. Mecanismo catalitico das lipases. Adaptado de CASAS GODOQY e colaboradores
(2012).

Como pode ser obrservado na figura 42, o mecanismo se inicia com uma
acilacao. Esta etapa consiste na transferéncia de um protdo entre o aspartato, a
histidina e o residuo de serina da lipase, causando ativacao do grupo hidroxilo da

serina catalitica. Como consequéncia, o residuo hidroxilo da serina, com subsequente
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aumento de nucleofilicidade, ataca o grupo carbonilo do substrato. O primeiro
intermediario tetraédrico é formado com uma carga negativa no oxigénio do grupo
carbonilo. Residuos presentes na cavidade do oxianido estabilizam a distribuicao de
carga e reduzem o estado energético do intermediario tetraédrico através da
formacao de, pelo menos, duas ligacdes de hidrogénio. Em seguida ocorre o passo
de desacilagdo, onde um nucledfilo ataca a enzima, libertando o produto e
regenerando a enzima. Este nucledfilo pode ser agua no caso de hidrolise ou um
alcool no caso de alcodlise (BORRELLI et al,, 2015, CASAS-GODOQY et al.,, 2012).

O mapeamento eletrostatico mostra que muitas lipases e esterases
apresentam um sitio ativo carregado negativamente na faixa 6tima de pH (6-10),
assim depois da clivagem do éster, o acido carboxilico ¢ imediatamente expelido
para fora do sitio ativo devido a repulsdo eletrostatica entre o seu grupo carboxilo
carregado negativamente e o potencial eletrostatico negativo do sitio ativo

(ANOBOM et al.,, 2014).

3.1.2. Biocatalise em solventes organicos

Existe um interesse crescente na catalise enzimatica a nivel industrial,
desenvolvida em solventes organicos. Os sistemas de biotransformacdao em meio
aquoso geralmente sao menos atrativos, pois estao relacionados a maiores custos no
processo de purificacdo, devido ao alto ponto de ebulicdo da agua, além de
possibilitar reaccdes indesejadas como hidrolise, racemizacao, polimerizacao e
decomposicao (KUMAR et al, 2016).

Outras vantagens relacionadas ao uso de solventes organicos em catalise
quimica estdo a alta solubilidade de compostos hidrofébicos, reducao ou auséncia da
contaminagao por microrganismos, modificagdo da especificidade da enzima para
substratos particulares, facilidade de recuperacdo e reutilizagdo da enzima,
possibilidade de melhorar a termoestabilidade e viabilidade da catalise de reacdes

que seriam impraticaveis em meio aquoso (SALIHU et al,, 2015).
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Solventes completamente anidros ndo sdo capazes de manter a atividade
enzimatica, pois sdao necessarias pequenas quantidades de agua para manter a
estructura nativa responsavel pela catalise (HARI KRISHNA et al., 2002).

Contudo, a maioria das enzimas mostram reducdo da eficiencia catalitica em
solventes organicos, quando comparada com a solucao aquosa nativa (STEPANKOVA
et al, 2013). A imobilizacdo de enzimas é o método mais comumente usado para
melhorar a estabilidade enzimatica em solventes organicos, contribuindo para maior
rigidez conformacional, impedindo o desdobramento da enzima e a malformagado do
seu sitio ativo. Um meétodo simples de imobilizacao é a adsorcao fisica de enzimas
sobre um material de suporte, um dos exemplos mais conhecidos é a lipase B de
Candida antarctica adsorvida em resina de permuta idnica, que exibe excelente
atividade em solventes organicos (Novozym 435) (STEPANKOVA et al., 2013).

Dentre as enzimas usadas em solventes organicos, a lipase tem um papel de
destaque, pois apresenta maior atividade e estabilidade do que a maioria das
enzimas (ADLERCREUTZ, 2013). A partir da década de 80 seu uso se expandiu, sendo
empregada em reac¢des de esterificacdo e transesterificacao, além das tradicionais
reaccoes de hidroélise (ADLERCREUTZ, 2013).

As diferentes lipases apresentam comportamentos diversos em solventes
organicos. Além do log P, parametros como constante dielétrica, momento dipolo,
ligacbes de hidrogénio e polarizabilidade afectam a atividade e estabilidade
enzimatica em solventes organicos. Geralmente as lipases sdao mais estaveis em
solventes imisciveis em agua do que em solventes misciveis em agua (KUMAR et al,
2016).

Como exemplo de sucesso no uso de solventes organicos na biocatalise,
pode-se citar a lipase A12, obtida a partir de Aspergillus niger, que catalisa a
acetilacao da celulose em meio aquoso com rendimentos muito baixos. No entanto,
quando essa atividade enzimatica é testada em solventes organicos (dimetil sulfoxido
/ paraformaldeido), a extensdo da acetilacdo aumenta mais de 50 vezes. A melhoria
na atividade foi atribuida ao aumento da solubilidade do substrato, bem como a

capacidade da lipase A12 em manter a atividade em DMSO (YANG et al, 2003).
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4. Objetivos

4.1. Objetivo Geral

Sintetizar e avaliar a atividade anti-inflamatéria e citotoxicidade de novos
derivados acilados da naringina, rutina e polidatina, obtidos por catélise enzimatica e

realizar estudos de relacao estrutura/atividade.

4.2. Objetivos Especificos

1. Conhecer técnicas de acilagdo enzimatica de polifendis a partir de lipases.

2. Realizar a semi-sintese de derivados de polifendis glicosilados, fazendo uso de
lipases.

3. Conhecer técnicas de cultura celular e testes in vitro utilizando a linha celular
de macréfagos Raw 264.7.

4. Avaliar a atividade anti-inflamatdria, especificamente a inibicdo da producao
de oxido nitrico, da naringina, rutina, polidatina e seus derivados acilados em
macrofagos estimulados por LPS.

5. Comparar o efeito de polifendis de origem natural e seus derivados semi-
sintéticos na producao de éxido nitrico.

6. Avaliar o efeito citotoxico da naringina, rutina, polidatina e seus derivados
acilados.

7. Comparar o efeito citotoxico entre os polifendis de origem natural e seus
derivados semi-sintéticos.

8. Avaliar a atividade antioxidante da naringina, rutina, polidatina e seus
derivados acilados, relativamente ao Oxido nitrico, através do dador de NO
SNAP.

9. Avaliar a expressdao da enzima sintase do 6xido nitrico sob influéncia de
derivados acilados dos flavondides naringina e rutina.

10. Estabelecer relacdes estrutura-atividade.
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5. Parte experimental

5.1. Semi-sintese de polifendis acilados por biocatalise

Os compostos polifendlicos foram preparados como descrito por Edmilson
Antdnio Borges Semedo, em seu trabalho de mestrado apresentado a Faculdade de
Farmacia da Universidade de Coimbra (SEMEDO, 2015), os dados analiticos obtidos
estdo de acordo com o descrito previamente. Apenas o cinamato de polidatina foi

preparado pela primeira vez (Tabela 9).

Tabela 9. Derivados semi-sintéticos de polifendis obtidos por catalise enzimatica.

Derivados de polifenéis obtidos por

biocatalise

Derivados da Polidatina

37,6"- Dibutirato de polidatina

6" -Cinamato de polidatina

Derivados da Naringina

6"- Acetato de naringina

4'"- 6"-Diacetato de naringina

6" — Butirato de naringina

Derivados da Rutina

3"-4""-Diacetato de Rutina

3"-4""- Dipropianato de Rutina

5.1.1. Sintese regiosseletiva de ésteres de polifendis glicosilados

5.1.1.1. Instrumentacao
Os espectros de ressonancia magnética nuclear de protdes (RMN 'H), foram
obtidos num espectrometro Varian Unity 400, a 400 MHz. Os espectros de
ressonancia magnética nuclear de carbono 13 (RMN ™C), foram obtidos num

espectrometro Bruker Avance Ill de 100 MHz. A caracterizacao de carbonos metilicos,
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metilénicos e quaternarios foi efectuada por DEPT. Os desvios quimicos sdo dados na

escala & (ppm) e sdo relativos ao dimetilsulfoxido deuterado como solvente.

As reacgdes enzimaticas foram efectuadas num agitador orbital New Brunswick

Scientific, C24 Incubator Shaker, a 45°C, 48°C e 52°C a 175 rpm.

5.1.1.2. Reagentes e solventes

Todos os compostos comercialmente disponiveis foram usados como

fornecidos pelos fabricantes.

Os substratos naringina e rutina foram obtidos da TCl, enquanto que a
polidatina foi obtida da Sigma-Aldrich Co., Cloroférmio e metanol foram obtidos da
CARLO EBRA Reagents. Acetona, silica gel 60 (cromatografia em coluna) e CCF silica
gel 60 F254 foram obtidos da Merck Co., cinamato de vinilo, acetato de vinilo,
butirato de vinilo, acetato de etilo, propionato de vinilo e as lipases foram obtidos da

Sigma-Aldrich Co.

Foram utilizadas as seguintes enzimas: Amano Lipase a partir de Pseudomonas
fluorescens (Sigma-Aldrich Co.), lipase em resina acrilica a partir de Candida
antarctica/ Novozyme 435® (Sigma-Aldrich Co.) e amano Lipase AYS (Sigma-Aldrich
Co)).

5.1.1.3. Acilacdao enzimatica da polidatina

Num ensaio de rastreio, solu¢bes de polidana (5mg) em acetona (0,5 ml) e
cinamato de vinilo (0,1 ml) foram adicionadas as enzimas Novozym 435®, Amano
Lipase AYS e Lipase de Candida rugosa (5 mg) em frascos de 3 ml. Os frascos foram
fechados e as suspensdes foram agitadas a 175 rpm a 45°C. As reacdes foram
monitorizadas por cromatografia em camada fina (CCF) durante 48 horas. A Unica
que mostrou formagdo de produto por CCF foi a catalisada pela Novozyme 435®,

sendo entdo essa reacao feita em maior escala.
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A uma solucdo de polidatina (40 mg; 0,1 mmol) em acetona (1,4 mlL) e
cinamato de vinilo (0,2 mL; 1,14 mmol) foi adicionada Novozyme 435® (14mg), a
mistura reaccional foi agitada a 45°C (5 dias), 48°C (2 dias), 52°C (1 dia) e 45°C (4
dias), em um total de 12 dias de reacao, sempre monitorada por CCF usando a

mistura cloroférmio/acetona/metanol (75: 15: 30) como eluente.

Apo6s o término da reagao. A enzima foi filtrada e o solvente evaporado. Por
ultimo, o cinamato de polidatina foi isolada por cromatografia em coluna, usando
como fase moével: cloroférmio/acetona/metanol (75:20:20) . Apds essa etapa o
solvente foi novamente evaparado e o derivado da polidatina foi colocado para secar

em estufa sob pressao reduzida.

5.1.2. Analise estrutural dos derivados de polifenéis

Os produtos obtidos foram identificados por meio de anéalises de RMN'H,
nomeadamente a partir do desvio quimico dos sinais relacionados ao protdo do
carbono ligado ao hidroxilo acilado. Além de analises RMN '3C e DEPT 135 (o sinal na
zona dos 2,5 ppm nos espectros RMN 'H é relativo ao dimetilsulfoxido deuterado,
bem como o sinal na zona dos 39,502 ppm nos espectros RMN 3C) (SEMEDO, 2015).

Ao comparar os espectros de RMN "H do produto da acilacdo enzimética da
polidatina com butirato de vinilo, observou-se o aparecimento de um duplo dubleto,
a 6H 5,53 ppm e 8H 4,96 ppm, correspondente a primeira e a segunda posicao de
acilacao, respectivamente. Observou-se também quatro sinais a &H 2,33 ppm, &H
2,24 ppm, 8H 1,59 ppm e &H 1,46 ppm correspondentes a grupos CH> do butirato,
além de dois tripletos a 8H 0,93 ppm caracteristicos de grupos metilicos do butirato.
Essas observacdes foram confirmadas pela anélise do espectro de RMN '3C, onde
aparecem dois novos sinais a 172,16 ppm e 172,63 ppm referentes a grupos
carbonilo das novas ligacbes ester, aléem de quatro sinais a 35,65 ppm, 35,23 ppm,
18,01 ppm e 17,84 ppm caracteristicos de grupos CH> do butirato, e de dois sinais a

13,46 ppm e 13,28 ppm relativos a grupos CH3 do butirato. Em comparagao com a
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molécula de polidatina, os sinais atribuidos ao C-6 e ao C-3 da glicose sofreram uma
alteracao, sugerindo a presenca de ligacdes éster nessas posicoes. A analise do DEPT
135 corroborou com os resultados obtidos para o RMN 3C (SEMEDO, 2015).

Foram biossintetizados trés produtos pela acilagdo da naringina: Acetato de
naringina, butirato de naringina e diacetato de naringina. Ao analisar os espectros de
RMN 'H dos trés compostos, pode-se observar alteracdes nos sinais dos hidrogénios
da porgdo acUcar, mas os resultados nao foram suficientes para determinar as
posicdes da acilacdo dessas moléculas. A anélise do espectro de RMN '3C do produto
de reacdao da monoacilacdao enzimatica da naringina com butirato de vinilo, permite
observar o aparecimento de sinais a 13,30 ppm, 17,78 ppm e 35,18 ppm
caracteristicos de grupos metilicos e etilicos do butirato, além do sinal a 172,59 ppm
relativo ao carbono carbonilo. Notam-se alteragbes nas posicdes C-6 e C-5 da
glicose, evidenciando a presenca de uma ligacao éster na posicao C-6 da glicose. O
espectro DEPT 135 permitiu concluir que o sinal a 172,59 ppm é relativo a um
carbono quaternario, que o sinal a 13,30 ppm é relativo a um grupo metilico e que os
sinais a 17,78 ppm e 35,18 ppm correspondem a grupos etilicos do butirato. Analises
semelhantes foram feitas para os derivados acetato e diacetato de naringina
(SEMEDO, 2015).

A partir da rutina foram sintetizados, por catalise enzimatica, dois derivados
diacilados, o 3"-4""-diacetato de rutina e o 3"-4""- dipropianato de rutina. Na analise
do espectro de RMN 'H do produto da acilacdo enzimética da rutina com acetato de
vinilo, apareceram dois novos tripletos centrados a &H 4,62 ppm e &H 4,84 ppm que
correspondem as duas regioes de acilagdo da porgao agucar. Também se observou a
entrada de dois singuletos a &8H 2,05 ppm e a 86H 1,90 ppm referentes a grupos
metilicos. Ao andlisar o espectro do RMN 3C, verificou-se o surgimento de sinais a
20,73 ppm e 21,10 ppm referentes a carbonos metilicos e os sinais a 169,72 ppm e
170,04 ppm referentes a carbonos carbonilo. Quando comparado a molécula da
rutina, o sinal referente ao C-4 da rammose (673,55) sofreu uma mudanca na ordem
de 1,71 ppm. O sinal a 77,49 ppm atribuido ao C-3 da glicose sofreu uma alteragédo

de 1,05 ppm relativamente ao substrato rutina (676,44 ppm). Estes dados sugerem a
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presenca de ligagdes éster nas posicdes C-4 da ramnose e C-3 da glicose, elucidando
assim as posi¢oes de acilagdo do composto (SEMEDO, 2015). Analise semelhante foi

feita para o dipropianato de rutina.

5.2. Avaliacao da atividade anti-inflamatéria
5.2.1. Modelo biolégico: macréfagos

As células RAW 264.7, obtidas da American Type Culture Collection (ATCC®
TIB71™), sdo uma linha celular de macréfagos vulgarmente utilizada em investigagao
na area das ciéncias da saude, particularmente em estudos de inflamagdo. Foi
originalmente obtida a partir da ascite induzida por tumor, formado ap6s injecdo do
virus da leucemia Abelson (A-MulLV) em ratinhos machos (HARTLEY et al., 2008).

Esta linha celular € comumente usada para testes de atividade inflamatoéria e
foi escolhida pela Alliance for Cellular Signaling como um modelo experimental
relevante para estudos de vias de sinalizacdo intracelular em larga escala (BERGHAUS

et al, 2010, BUCZYNSKI et al,, 2007, HARTLEY et al., 2008, NORRIS et al,, 2011).

5.2.2. Meio de cultura celular

Para a cultura das células Raw 264.7 utilizou-se o meio de cultura Dulbecco's
Modified Eagle Medium (DMEM) (Sigma-Aldrich) numa concentracao de 10g/L,
suplementado com 1,5 g/L de bicarbonato de sddio, 3,5g/L de D- glicose, 100 U/mL
de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina e 10 % de soro fetal bovino (SFB) nao
inativado. Este meio é mantido a 4°C, sendo pré-aquecido a 37°C antes de entrar em

contacto com as células.

5.2.3. Cultura de células

As células RAW 264.7 sao criopreservadas numa solug¢ao contendo 500 uL de

meio de cultura suplementado, 100 pL de dimetilsulféxido (DMSO) e 400 uL de soro
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fetal bovino. Para os ensaios de estimulacdo in vitro, as células foram descongeladas
e transferidas para frascos de cultura de tampa com filtro (75 cm?) contendo o meio
DMEM suplementado e foram mantidas numa incubadora a 37°C, numa atmosfera
humidificada de 95% de ar e 5% de CO». A cada 2 dias, cerca de 10-20% das células
sao transferidas para outro frasco de cultura contendo 10 mL de meio DMEM
suplementado e sdo novamente colocadas na incubadora a 37°C numa atmosfera
humidificada de 95% de ar e 5% de COa.

A morfologia das células foi monitorizada regularmente por observacdo ao
microscopio. As células foram utilizadas nos ensaios biolégicos quando

apresentavam 80-90% de confluéncia.

A contagem global do nimero de macréfagos RAW 267.4 foi realizada na
camara de Neubauer, utilizando azul de tripano. Em todos as experiéncias, as células

foram cultivadas em placas de cultura overnight antes dos tratamentos.

5.2.4. Producao de 6xido nitrico (NO)

Com o objetivo de avaliar a atividade anti-inflamatdria dos polifendis
glicosilados naringina, rutina e polidatina e seus 7 derivados, foi usada a linha celular
de macrofagos Raw 264.7 ATCC® TIB-71™.

A producéo de oOxido nitrico foi avaliada indiretamente pela detecdo da
acumulacdo de nitritos nos sobrenadantes das culturas celulares, utilizando uma
reagao colorimétrica com recurso ao reagente de Griess (GREEN et al, 1982). A
reacao de Griess é um antigo método de detecao de nitritos desenvolvido por
Johann Peter Griess em 1879. Esta técnica consiste na reacdo de uma mistura em
meio acido de sulfanilamida, 1-naftilenodiamina e nitritos, gerando um cromoforo de
coloracao rosa com diferentes intensidades que identifica e quantifica a concentracao

aproximada de ides nitrito (CONESKI et al., 2012) (Figura 43).
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Figura 43. Reacdo de Griess. Adaptado de CONESKI e colaboradores (2012).

Os macroéfagos foram cultivados em microplacas de 96 pogos (MW 96), numa
densidade de 0,1 x 10° células/ 300uL, e deixados a estabilizar para adesdo aos pocos,
overnight, numa incubadora a 37°C, numa atmosfera humidificada de 95% de ar e 5%
de CO2.

Apos a estabilizagdo, o meio de cultura foi removido e foram adicionados 300
UL de meio de cultura aos pogos. Os compostos foram dissolvidos em etanol ou meio
em concentracOes variadas (Tabela 10), das quais diferentes concentragdes foram
adicionadas a cada poco. Apds 1 hora, as células foram ativadas com 50 ng/mL de

lipopolissacarideo (LPS) durante 24 horas, a 37° C com 5% de CO..

Apos 24 h, 170 pyL de sobrenadante da cultura foram diluidos com igual
volume de reagente de Griess (preparado numa proporcao (1:1) de reagente A e
reagente B, estaveis a 4°C, figura 44) numa microplaca Elisa de 96 pogos. A placa foi
mantida ao abrigo da luz, durante 30 minutos e a temperatura ambiente. A
Absorvancia foi lida a 550 nm num espectrofotometro. A concentracao de nitritos foi
calculada usando uma curva padrao de nitrito de sodio. Os resultados foram
expressos em percentagem de producao de nitritos relativamente as células

estimuladas com LPS (50 ng/mL).
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Tabela 10. Polifendis e derivados testados. Todos os compostos foram dissolvidos em
etanol, exceto a Rutina e derivados, que foram dissolvidos em meio de cultura.

Polidatina 300 - 200 -100 - 50 — 25
3",6"- Dibutirato de polidatina 300 — 200- 100- 50 — 40 -25- 20-10-1
6" — Cinamato de polidatina 300 - 200 -100 — 50 — 25
Naringina 400 - 200 -100 - 50 - 25
6"- acetato de naringina 400 - 200 -100 - 50 - 25
4"-6"- Diacetato de naringina 250 - 200 -100 - 50 - 25
6"- Butirato de Naringina 400 - 200 -100 - 50 - 25
Rutina 300 - 200 -100 - 50 — 25
3"”-4""- Diacetato de rutina 300 — 200 -100 - 50 - 25
3"-4""- Dipropianato de rutina 300 - 200 -100 - 50 - 25

REAGENTE DE GRIESS

Reagente A: Sulfanilamida 1% (p/v) em Acido Fosfdrico 5% (v/v)
Dissolver 1g de sulfanilamida em 100mL de uma solucéo aquosa contendo &cido fosforico
a 5% (2,485mL Ac. Fosférico em 97,515mL H,0). Guardar a 4°C em frasco escuro

Reagente B: N-1-naftilenodiamina 0,1% (p/v) em H,O. Guardar a 4°C em frasco escuro

Figura 44. Modo de preparagdo do reagente de Griess usado nas experiéncias.

5.2.5. Teste de viabilidade celular (resazurina)

Para avaliar a citotoxicidade dos compostos foi usado um teste conhecido
como Alamar Blue, que faz uso da resazurina como indicador de oxidacao-reduccao.

Este teste é considerado seguro, barato e sensivel (PAGE et al., 1993).
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A atividade metabdlica intrinseca das células promove a reducéo da resazurina,
em que as células vivas reduzem o composto enquanto as células inativas mantém o
composto oxidado. A reducdo faz com que o indicador REDOX deixe de ser nao
fluorescente (azul) e passe a ser fluorescente (Rosa) (PAGE et al,, 1993) (Figura 45).

©

Ambiente de redugao

@Qgﬁ em células viaveis @iN m
@ O 0 0 P 0 S

Na Na

Sal de sodio de resarzurina

fracamente fluorescente Sal de sodio de resorfurina

fortemente fluorescente

Figura 45. Reacédo da resazurina no teste de citotoxicidade alamar blue.

Ap0s a recolha de 170 ul de sobrenadante para o teste de producao de NO, o
meio de cultura da placa (MW 96) é aspirado completamente. Sdo adicionados a
cada poc¢o 150pL de uma mistura contendo meio DMEM suplementado com 10% de
resazurina. Apds 60 minutos é feita a leitura no espectrofotometro a 570 e 620 nm.

Todos os resultados foram foram expressos em percentagem relativamente ao

controlo contendo apenas células e meio.

5.3. Detecao da atividade scavenging

Para avaliar se a diminuicdao da producdo de éxido nitrico induzida pelos
polifendis decorre da acgao anti-oxidante do mesmo, foi feito um teste usando uma
substancia "doadora de NO", o SNAP (S-nitroso-n-acetil D-L- penicilamina) (FIELD et
al, 1978). Uma vez em solucao, este composto tem a capacidade de libertar
moléculas de NO para o meio, que rapidamente origina o seu metabolito, o nitrito
(MATHEUS et al, 2003).

Numa microplaca de 48 pocos adicionaram-se 300 pyL de meio contendo os

extratos, e de seguida 300 uM de SNAP. A solucao foi deixada na incubadora a 37°C,
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durante 3 horas. Para fazer a leitura dos niveis de nitritos, apos os tratamentos,

ultilizou-se o reagente de Griess (conforme descrito na se¢ado 5.3.4).

5.4. Analise estatistica dos resultados

Os resultados foram apresentados como média + erro padrao da média (SEM)
de pelo menos 3 experiéncias. O tratamento estatistico dos resultados foi realizado
através da analise de variancia (ANOVA) de uma via (one-way), seguida do pos teste
de Dunnett’s. Os valores de p inferiores a 0,05 foram considerados como
representando diferencas significativas. As andlises estatisticas foram aplicadas
usando o programa GraphPadPrism, versao 5.02 (GraphPad Software, San Diego, CA,
USA).

5.5. Detecao de iNOS

5.5.1. Obtencao dos lisados totais

5.5.1.1. Cultura de células

Os macrofagos foram cultivados em microplacas de 24 pocos (MW 24), numa
densidade de 0,6 x 10° células/ 2000 uL, e deixados a estabilizar overnight, numa

incubadora a 37°C, numa atmosfera humidificada de 95% de ar e 5% de CO..

Apods a estabilizacdo, o meio foi removido e foram adicionados 2000 uL de
meio de cultura aos pogos. Foram testados o butirato de naringina (400 uM) e o
dipropianato de rutina (300 uM), cujos veiculos foram, respectivamente, etanol e

meio de cultura. Foi feito um controlo para o veiculo etanol (0,8%).

Apos 1 hora, as células foram ativadas com 1 pL/mL de lipopolissacarideo
(LPS), na presenca ou auséncia dos compostos em estudo, durante 24 horas, numa

incubadora a 37°C, numa atmosfera humidificada de 95% de ar e 5% de CO..
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5.5.1.2. Preparagdo do tampao RIPA

O tampao RIPA, previamente preparado e guardado a 4°C, é constituido por
50 mM Tris HCI pH 8, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 0,5% deoxicolato de sodio, 0,1% SDS
e 2 mM EDTA. Para a realizacao das experiéncias, o tampao RIPA foi descongelado e
foi suplementado com um cocktail inibidor de proteases na proporcao de 7 : 1 ( RIPA
: Inibidor de proteases), e um inibidor de fosfatases na proporcao de 10 : 1 (RIPA :

Inibidor de fosfatase) e 1 mM de DTT na proporg¢do de 1: 1000.

5.5.1.3. Lisados totais

ApOs 24 horas de tratamentos, a placa de cultura celular foi recolhida em gelo.
As células aderentes foram entdo lavadas com 1 ml de PBS. Imediatamente apos a
lavagem foram adicionados aos pogos 80 pl de tampdo RIPA suplementado. Fez-se
entdo a raspagem das células e a suspensao resultante (tampao RIPA + células) foi
recolhida para microtubos arrefecidos. As amostras foram entdo sonicadas a 3 x 40
um x 4s, sempre mantendo os microtubos arrefecidos. Apds a sonicagdo, a suspensao
celular foi centrifugada a 12000g durante 10 minutos, a 4°C, sendo entdo recolhido o

sobrenadante. As amostras resultantes foram congeladas a - 80°C.

5.5.2. Quantificacao da proteina de extratos celulares pelo método do acido
bicinconinico (BCA)

Segundo SMITH e colaboradores, o método de quantificacao da proteina de
extractos celulares pelo acido bicinconinico baseia-se na reacdao de cobre (Il) com
proteinas, em meio alcalino, sendo produzido o cobre (I). O Cu*' forma um complexo
com o BCA, gerando uma coloracdo azul/roxa, que absorve fortemente na regido de
570 nm (ZAIA et al, 1998). A cor produzida a partir desta reacao é estavel e aumenta
de forma proporcional ao longo de um amplo intervalo de concentra¢des crescentes

de proteina (SMITH et. al., 1985).
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Inicialmente, as amostras foram adicionadas a uma microplaca de 96 pocos e
diluidas: 2,5 pl de lisados totais + 22,5 pl de agua milig; 2,5 pl RIPA + 22,5 pl de
agua miliq (controlo do efeito do RIPA). A essa mistura foram adicionados 200 ul do
reagente contendo sulfato de cobre Il a 4% e acido bicinconinico (na proporcéao de
1:50). A microplaca foi incubada durante 30 minutos a 37°C.

As Absorvancias das amostras foram lidas a 570 nm no espectofotometro. A
concentracdo de proteina foi calculada usando uma curva padrdo de albumina

bovina sérica (BSA) (Tabela 11).

Tabela 11. Preparacdo dos padrbes de BSA a partir de uma solugdo stock com a
concentracdo de 2000 pg/mL.

Volume de BSA Volume de H;0
BSA, pg/mL

(ub) (ub)
A 2000 Stock -
B 800 80 de A 120
C 400 100 de B 100
D 200 100 de C 100
E 100 100 de D 100
F 50 100 de E 100
G 25 100 de F 100
H 12,5 100 de G 100

5.5.3. Desnaturacao da amostra

Aos extractos celulares foi adicionada a solucao desnaturante*, previamente
preparada e armazenada a — 20°C, fazendo a dilui¢ao de 1:1. A mistura foi aquecida

a 100 °C durante 5 minutos.
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*Solucdo desnaturante:

o 0,25 M Tris pH 6.8
. 4 % SDS

o 200 mM DTT

. 20 % Glicerol

. Azul de bromofenol

5.4.4. Eletroforese e electrotransferéncia

Apos a desnaturacdo, 30 upg/mL de proteinas foram separadas por
electroforese em gel de poliacrilamida (PAGE), na presenca de dodecil sulfato de
sodio (SDS-PAGE), em geis com 10% de poliacrilamida, durante 1 hora a 130 V, de
acordo com o procedimento descrito por LIBERAL e colaboradores (2014). As
proteinas do gel foram transferidas para membranas de fluoreto de polivinilidene
(PVDF). A membrana de PVDF foi previamente ativada em metanol durante 5
minutos, seguindo-se de agua, sob agitacao, durante outro periodo de 5 minutos.
Posteriormente, a membrana foi mantida sob agitagdo, em tampao de transferéncia
até a sua ultilizacao.

A fim de impedir as ligacbes nao especificas dos anticorpos, as membranas
foram entao bloqueadas, durante 1 hora, a temperatura ambiente, com 5% de leite
magro em tampao tris salino (TBS) com Tween-20 na concentracao de 0,1% (TBS-T),
sob agitacao suave.

Posteriormente, as membranas foram incubadas overnight a 4°C, sob agitacao
suave, com anticorpos primarios para a iNOS (1 : 1000, R&D Minneapolis, MN, USA) e
tubulina (1: 20000, Sigma).

Apos lavagem durante 30 minutos com TBS-T, as membranas foram entdo
incubadas com anticorpos secundarios anti-mouse (1 : 20.000, GE Healthcare),

diluidos em TBS-T com 1% de leite magro, durante 1 hora, a temperatura ambiente,
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sob agitagdo suave. Apds a incubagdo, as membranas foram lavadas novamente com
TBS-T. Os imunocomplexos foram revelados com o reagente ECF (Enhanced
chemifluorescence). Para as leituras ultilizou-se o varredor de imagens TYPHOON. A

expressao de proteinas foi analisada através do programa TotalLaB TL120.
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Parte IV

Resultados e discussao
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6. Sintese regiosseletiva de ésteres de polifendis glicosilados

Os derivados acilados dos polifendis foram preparados de acordo com a
metodologia descrita por SEMEDO (2015). Enquanto que o cinamato de polidatina foi
preparado pela primeira vez, a fim de testar a influéncia do aumento da lipofilicidade
na citotoxidade da polidatina, uma vez que s6 tinhamos testado um Unico composto,
o dibutirato de polidatina.

Para a semi-sintese do cinamato de polidatina, foram testadas trés enzimas:
Amano Lipase a partir de Pseudomonas fluorescens, lipase em resina acrilica a partir
de Candida antarctica (Novozym 435®) e amano Lipase AYS. As lipases foram
avaliadas por suas capacidades de esterificar os substratos polifendicos, usando
cinamato de vinilo como substrato. A acetona foi o solvente escolhido, pois no
trabalho desenvolvido por Edilson Semedo, apresentou o melhor resultado para a
polidatina (SEMEDO, 2015). A monitorizacao foi feita por cromatografia em camada
fina, durante 48 horas.

O melhor resultado foi obtido com a enzima Novozym 435°, levando a uma
preparacao em maior escala desta reacao. O tempo de reacdo foi de 12 dias. O
andamento da reacao foi monitorado por cromatografia em camada fina. Foi obtido
produto em quantidades apreciaveis. A identificacdo foi feita por anélise de RMN'H,
nomeadamente através do desvio quimico dos sinais devidos ao protdo ligado ao
carbono ao qual se liga o hidroxilo acilado, anélise RMN '3C.

Por conter muitos grupos hidroxilo (2 fendlicos, 1 primario e 3 secundarios),
reacbes de esterificacdo com a polidatina exigem regiosseletividade. O grupo
hidroxilo primario da glicose, na posicdo C-6"7, é a regido da molécula mais
desimpedida e, portanto, suscetivel de sofrer acilacdo. A segunda melhor posicao de
acilacao nessa molécula é a C-3" (Figura 46).

A reacao de acilacao da polidatina gerou um unico produto, visivel por CCF e
facilmente isolado por coluna cromatografica. A analise estrutural deste produto

revelou tratar-se do derivado 6"- cinamato de polidatina (Figura 47).
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Figura 47. Estrutura do cinamato de polidatina.
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Figura 48. Espectro de RMN 'H da polidatina.

O espectro RMN 'H da polidatina (figura 48) indica a presenca dos hidrogénios
ligados a carbonos aromaticos: dois dubletos a &4 7,49 ppm (2H, d, J=8 Hz, H-2'e H-6") e
61 6,75 ppm (2H, d, J=8 Hz) e trés singuletos a &1 6,72 ppm, &4 6,56 ppm e &1 6,33 que
correspondem aos hidrogénios H-2, H-6 e H-4, respectivamente. Verifica-se a presenca
dos sinais caracteristicos dos hidrogénios ligados a olefina, que correspondem a dois

dubletos a &4 7,03 (1H, d, J=16 Hz, H-b) e &n (1H, d, J=16 Hz, H-a). A presenca dos
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hidrogénios dos grupos OH foi detectada como dois singuletos a &n 9,55 ppm atribuido
ao hidrogénio do grupo hidroxilo ligado ao carbono C-4" e &y 9,41 ppm atribuido ao
hidrogénio do grupo hidroxilo ligado ao carbono C-5, e trés dubletos a &n 5,26 ppm, &H
5,06 ppm e &u 5,00 ppm. Por fim, notou-se a presenca dos hidrogénios ligados aos
carbonos da glucose que correspondem ao multipleto a &4 3,07-3,57 (m, 5H, H-2", H-37,

H-4", H-5" e H-6").

HO
OH y O OH
el &
HO

OH

SRR 11 IR AR

Figura 49. Espectro de RMN 'C da polidatina

O espectro de RMN '3C da polidatina (figura 49) forneceu os desvios dos 20
carbonos da estrutura da polidatina: 158,88 ppm (C-3); 158,34 ppm (C-5); 157,30 ppm (C-
4); 139,34 ppm (C-1); 128,53 (C-17); 127,98 ppm (C-B); 127,92 ppm (C-2’e C-6"); 125,22 (C-
a); 115,51 ppm (C-3’e C-5%); 107,17 ppm (C-6); 104,75 (C-4); 102,75 (C-2); 100,68 (C-17);
77,13 (C-57); 76,70 (C-37); 73,28 (C-2"); 69,77 (C-47); 60,72 (C-6").
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Figura 50. Espectro de RMN 'H do cinamato de polidatina.

O espectro RMN 'H do cinamato de polidatina (figura 50) indica a presenca dos
hidrogénios dos grupos OH fendlicos inalterados, tendo sido detectados como dois
singuletos a &4 10.0 e 990 ppm. A presenca dos hidrogénios ligados a carbonos
aromaticos: dois dubletos a &1 7,49 ppm (2H, d, J=8 Hz, H-2"e H-6") e &1 6,75 ppm (2H, d,
J=8 Hz) e trés singuletos a &n 6,72 ppm, &n 6,56 ppm e &1 6,33 que correspondem aos
hidrogénios H-2, H-6 e H-4, respectivamente e os multipletos correspondentes ao anel
aromatico do cinamato. A presenca dos hidrogénios ligados aos carbonos da glucose que
correspondem ao multipleto a &n 3,50-4.2.

O espectro de RMN 'C do cinamato de polidatina (figura 51) forneceu os desvios
dos 29 carbonos da estrutura da polidatina, com destaque para o sinal a 166,25 ppm

correspondente ao grupo carbonilo.
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Figura 51. Espectro de RMN C do cinamato de polidatina.

7. Testes de atividade anti-inflamatdria dos derivados polifendlicos acilados

7.1. Solubilizacao dos polifenéis

Inicialmente os compostos foram testados usando DMSO como veiculo, pois
para além deste ser o solvente mais utilizado em ensaios biologicos in vitro (BALAKIN
et al, 2004, DI et al, 2006, HOLLEBEECK et al, 2011), é também muito usado em
estudos in vitro com polifendis (KIM et al., 1999, WADSWORTH et al., 1999).

Deste modo a rutina, polidatina e naringina foram dissolvidos em DMSO em
concentracdes entre 0,025% e 1% de solvente . No entanto, o dibutirato de polidatina
nao se dissolveu bem neste veiculo, precipitando quando adicionado ao meio de
cultura. Este derivado da polidatina é a molécula mais lipofilica do nosso conjunto de
compostos teste visto que o logP da polidatina é o mais alto dentro dos polifendis

avaliados (polidatina LogP 3.5; rutina LogP - 1,3; naringina LogP -0,5) (PUBCHEM,
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2016). Este fato é corroborado pelos dados relatados por BALAKIN et al. (2004), cujo
trabalho demonstra que compostos com elevado logP (coeficiente de particao

octanol/agua) apresentam baixa solubilidade em DMSO.

Ao longo do processo de descoberta de farmacos tais problemas de
solubilidade sdo muito comuns. As alteracdes estruturais que aumentam a
lipofilicidade sdo muito vantajosas, pois geralmente tornam as moléculas mais
bioativas. Em contrapartida, estas alteracdes podem reduzir a solubilidade das

mesmas em meio aquoso (DI et al,, 2006).

Além do problema de solubilidade relatado para uma das moléculas testadas,
o veiculo interferiu na atividade dos compostos, reduzindo a producdao de oxido
nitrico e potenciando o efeito real dos polifendis avaliados. Conforme relatado por
HOLLEBEECK e colaboradores (2011), mesmo em concentracdes baixas (0,1-0,5%), o
DMSO apresenta propriedades anti-inflamatérias in vitro, reduzindo a secrecdo de
citocinas, producao de PGE: relacionada com a atividade da COX-2 e ainda a
transcricdao de genes que codificam proteinas envolvidas na resposta inflamatoria.
Portanto, em concentracdes superiores a 0,1%, o DMSO pode interferir com ensaios

de atividade anti-inflamatoria in vitro.
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Figura 52. Interferéncia gerada pelos veiculos DMSO (N=1) e etanol (N=3) na producdo de
nitritos e viabilidade celular em macréfagos RAW 264.7. As barras e pontos dos graficos
representam a média + SEM (N= 3). Os simbolos (*) indicam a diferenca estatistica da
producao de nitritos relativamente ao controlo positivo LPS (50 ng/mL), onde (*) p<0,05.
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Como alternativa, os compostos foram testados usando como veiculos o
etanol e meio de cultura; com estes veiculos observou-se um aumento da
solubilidade dos compostos e uma menor interferéncia nos resultados relativos a
atividade anti-inflamatéria. A influéncia dos veiculos é apresentada na figura 52, onde
se pode constatar que o DMSO apresenta maior interferéncia na atividade anti-
inflamatéria em concentracbes similares ao etanol. Ambos os veiculos nao

influenciaram significativamente a viabilidade celular.

CHAN e colaboradores (2000) avaliaram a atividade de polifendis na producado
de 6xido nitrico em macrofagos RAW 264.7, usando o etanol (concentracdes de 0,1 a
0,75%) como veiculo. Este estudo demonstrou que, nestas concentragdes, nao
ocorreram interferéncias significativas do etanol na produgdo de NO ou na expressao
de iNOS. O trabalho de CHAN e colaboradores mostra ainda a obtencao de melhores
resultados com o uso de etanol como veiculo relativamente a outros solventes, o que
também foi observado no presente trabalho. A polidatina, a naringina e seus
derivados obtiveram melhores resultados usando o etanol como solvente, ao passo
que a rutina e os derivados, por serem os compostos mais hidrossolUveis do conjunto
de compostos teste, dissolveram-se facilmente no meio de cultura, ndo sendo
necessario a utilizacdo do solvente organico como veiculo.

As quantidades de etanol usadas nas experiéncias variaram de 0,02%. a 1.8%
Tal como referido previamente, o etanol foi o veiculo de escolha por apresentar
menor interferéncia na atividade estudada, além de solubilizar o dibutirato de
polidatina. No entanto, devido as limitacbes na solubilidade, foi necessario utilizar
concentragdes de etanol que interferiam com a avaliacdo da atividade anti-
inflamatéria. A fim de minimizar ao maximo os problemas relacionados com essa
questdo optou-se por calcular a percentagem de produgéo de 6xido nitrico para cada
concentracao testada considerando-se como controlo as células estimuladas com LPS
e a respectiva concentragdo de etanol. Para o calculo da percentagem de producao

de NO pelas moléculas testados, foi usada a seguinte formula:
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% da produgao de NO de celulas com LPS e composto teste

= X 100

% da producado de NO de células com LPS e etanol

% de produgao
de NO

7.2. Avaliacao da producao de 6xido nitrico

O 6xido nitrico endogeno pode ser sintetizado por 3 isoformas enzimaticas: (1)
NNOS (neuronal), (2) eNOS (endotelial), (3) iINOS (induzida), que atua,
respectivamente, como (1) mediador biolodgico similar a neurotransmissores, (2) na
regulacdo do tonus vascular e como (3) efectores de defesa do sistema imunologico
(AKTAN, 2004). Apenas as duas primeiras isoformas sdao constitutivas sendo a sua
ativacdo regulada por fluxos de calcio. A iNOS é induzida e a sua transcricdo é
regulada por citocinas inflamatérios ou produtos microbianos originarios de infeces
(BOGDAN, 2001).

Os macrofagos e outras células imunes ativadas por citocinas, produtos
microbianos ou ambos, induzem a transcricdo da enzima indutivel da sintase do
oxido nitrico (iNOS) e consequentemente a produgdo de 6xido nitrico. O NO surge
da transformacao enzimatica do aminoacido L-arginina em L-citrulina (BOGDAN,

2001) (Figura 53).

H,N  NH,* H,N  N-OH HN O

NH NADPH 1/2 NADPH
- NH NH + N=—0
0, 0,
Nitric oxide
H;'N  COO- H;*N  COO- H;*N  COO-
L-Arginine “_hydroxy-L-arginine L-Citrulline

Figura 53. Biossintese de NO a partir de L-arginina, catalisada pela iNOS. O NO enddégeno é
sintetizado pela conversdo de L-arginina a L-citrulina. Durante esta reacdo, o NADPH é usado
como um doador de electrdes e a NOH-arginina é gerada como um intermediario. Fonte:
AKTAN (2004).

O o6xido nitrico produzido pelas células do sistema imunoldgico atua como
agente anti-microbiano e anti-tumoral, pois tem alta afinidade para proteinas que
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contém o grupo heme, nomeadamente enzimas relacionadas com o transporte de
electrdes na mitocdndria, replicagdo do DNA e do ciclo do acido citrico. Além disso, o
NO interfere diretamente com o DNA de células alvo, causando fragmentacao e
quebras do mesmo (FORSTERMANN et al., 2012).

No hospedeiro, e em situagdes de inflamacao cronica e doengas autoimunes, a
accao inespecifica do NO acaba por danificar os tecidos, além de atuar na rejeicdo de
aloenxertos (FORSTERMANN et al, 2012). Desta forma, a inibicio da producdo de
oxido nitrico pode ser considerada como um alvo terapéutico, visto que a sua
modulacao tende a reduzir a resposta inflamatoéria (HOBBS et al., 1999).

Em células ativadas por LPS, a inducdo da iNOS ocorre principalmente pela via
do NF-kB (GUZIK et al, 2003). Neste sentido, os compostos que alteram a producao
de d6xido nitrico podem atuar: (1) de forma directa por captacao de moléculas de NO;
(2) inibindo diretamente a iNOS; (3) inibindo algum ponto da via do NF-kB
responsavel pela expressao da iNOS. Na literatura sdo numerosos os trabalhos que
investigam a influéncia de polifendis na producdo de NO e na via do factor de
transcricdo NF-kB (GARCIA-LAFUENTE et al., 2009, KANNO et al., 2006, RIBEIRO et al.,
2015).

Seguindo a linha de pensamento apresentada nos paragrafos anteriores, este
trabalho procurou investigar o efeito de novos derivados de polifendis na produgao
de oxido nitrico, induzida por LPS, em macréfagos RAW. Dessa forma, esta
investigacdo permitiu identificar a atividade anti-inflamatoéria das moléculas testadas
e elucidar, parcialmente, os mecanismos moleculares subjacentes.

As estruturas e pesos moleculares dos compostos avaliados encontram-se na
tabela 12. A concentracao de nitritos acumulados no meio de cultura foi quantificada
pela reacdao de Griess, fornecendo uma medida indireta da producao de NO por parte
das células. Apds 24 horas de incubacao sem LPS, os macréfagos produziram cerca
de 0,6 uM de Oxido nitrico. Quando os polifendis foram adicionados aos macrofagos,
na auséncia de LPS, ndo se observou alteracdo do valor basal de nitritos no meio de
cultura, mantendo-se o mesmo perfil de producdo de NO relativamente as células

nao estimuladas. Depois de tratados com LPS (50 ng/mL) por 24 horas, os
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macrofagos produziram cerca de 20uM a 30uM de NO, ocasionando um aumento na

producdo de NO de cerca de 33 a 50 vezes relativamente as células ndo estimuladas.

Tabela 12. Rutina, naringina, polidatina e derivados acilados. As partes assinaladas a
vermelho foram introduzidas por semi-sintese em catalise enzimatica.
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7.2.1. Rutina e Derivados

Os compostos rutina, 3"- 4"'-diacetato de rutina e 3”- 4"'- dipropianato de

rutina foram dissolvidos em meio de cultura, em concentracdes entre 25uM e 300uM.

As suas estruturas e pesos moleculares encontram-se representadas na tabela 12.
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A citotoxicidade da rutina, 3"- 4"~ diacetato de rutina e 3"- 4"'- dipropianato
de rutina foi avaliada usando a resazurina (Alamar blue). Os resultados demonstram
que os compostos ndo reduzem a viabilidade das células RAW 264.7 nas
concentragdes testadas (Figura 54), pelo que a inibicao da producao de nitritos pela

rutina e derivados nao resulta de citotoxicidade sobre os macrofagos.
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Figura 54. Producdo de oxido nitrico e citotoxicidade em macréfagos RAW na presenca de
LPS (50 ng/mL), rutina e derivados. As barras e pontos dos graficos representam a média +
SEM (N= 3). Os simbolos (*) e (**) indicam a diferenca estatistica da producédo de nitritos
relativamente ao controlo positivo LPS 50 ng/mL, onde (*) = P< 0,05 e (**) = P< 0,01. A
percentagem da producdo de nitritos foi calculada relativamente a concentracdo do controlo
positivo LPS 50 ng/mL.

A atividade sobre a produgdo de NO, apresentada pelos derivados 3"- 4"'-
diacetato de rutina e 3"- 4"'- dipropianato de rutina, ndo difere estatisticamente da
atividade demonstrada pela rutina (Figura 55). Estes resultados permitem concluir
que as acilagdes nao modificaram a atividade da rutina relativamente a produgao de
NO por células RAW, nem alteraram a sua citotoxicidade, apesar do consideravel

aumento na lipofilicidade destes compostos.
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Figura 55. Comparacao entre os efeitos da rutina e seus derivados na producao de nitritos
em células RAW na presencga de LPS (50 ng/mL). As barras e pontos dos graficos representam
a média + SEM (N= 3). A percentagem da producdo de nitrito foi calculada relativamente a
concentragdo do grupo controlo positivo LPS 50 ng/mL.

Na literatura existem publicacbes controversas relativamente a atividade da
rutina na inibicdo da produgdo de NO em macréfagos estimulados com LPS. Alguns
autores apresentam resultados que mostram inibigdes significativas por parte deste

flavonol, ao passo que outros nao observam atividade consideravel (Tabela 13).

Tabela 13. Resultados encontrados na literatura relativamente a atividade da rutina na
producao de NO por macréfagos estimulados com LPS.

0,
[ ] . A’ d ?. Citotoxicidade Células Veiculo
Rutina inibicao
(LEE et al, 2015) Sim | 30 uM 66,7 Apartirde | oowoea7 -
& H ' 100uM '
Macrofagos
(GURUVAYOORAPPAN Sim 40uM 85,6 Nao peritoniais | DMSO
et al., 2007) .
de ratinhos
(LYU et al., 2005) Nao 100uM - Nao RAW 264.7 | DMSO
(SHEN et al,, 2002) Nao 80uM - Nao RAW 264.7 -
(CHEN et al,, 2001) Sim 40 uM 48,2 Nao RAW 264.7 DMSO

119



Essas variagdes na atividade da rutina apresentadas na literatura podem estar
relacionadas com as diferentes condi¢des experimentais usadas, como por exemplo,
concentracao de LPS, niUmero de células por condicao de estudo e solvente utilizado.
Os artigos citados ndao consideram a interferéncia do veiculo, nem citam a
concentragdo em que o mesmo foi usado. De enfatizar que dois artigos ndo citam
nem o tipo, nem a concentracao do veiculo. No nosso estudo a rutina foi dissolvida
apenas em meio de cultura, pelo que se exclui qualquer interferéncia do veiculo no
ensaio da atividade anti-inflamatoria.

Como pode ser observado na figura 54, nenhum dos resultados apresentados
na literatura corroboram com aqueles obtidos neste trabalho. No nosso estudo, a
rutina inibiu significativamente a producdo de NO quando utilizada em
concentragdes iguais ou superiores a 50 pM, sendo as percentagens de inibicao de

26 % (p<0,01; SEM: 2,028) para 300uM e de 20% (p < 0,05; SEM: 8,172) para 50 uM.

7.2.2. Polidatina e Derivados

A polidatina, 3"- 6"- dibutirato de polidatina e o 6”- cinamato de polidatina
foram dissolvidos em etanol. As suas estruturas encontram-se explanadas na tabela
12.

Quando os macrofagos RAW foram tratados durante 24 horas com diferentes
concentragdes de polidatina, na presenca do LPS, ocorreu reducao na producao de
oxido nitrico. Para a concentracdo de 300 uM, a producado de NO foi reduzida em

56% (p< 0,0001; SEM : 2,651), sendo a inibicao dependente da dose (Figura 56).
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Figura 56. Producdo de 6xido nitrico e citotoxicidade em macréfagos RAW na presenca de
LPS (50 ng/mL), polidatina e derivados. As barras e pontos dos graficos representam a média
+ SEM (N= 3). Os simbolos (*), (**), (***), (****) indicam a diferencga estatistica da producdo de
nitrito relativamente ao controlo positivo LPS 50 ng/mL. Os simbolos (#), (# #), (# # #), (# # #
#) indicam a diferenca estatistica da citotoxicidade relativamente ao controlo apenas com
células. Onde (*) e (#) p<0,05; (# #) e (**) p<0,01; (***), (# # #) p< 0,001; (# # # #), (****) p<
0,0001. A percentagem da producao de nitrito foi calculada relativamente a concentracao do
grupo controlo com veiculo e LPS (50 ng/mL) por 24 horas, usando a seguinte formula: % de
NO = % de NO (LPS + composto teste) / % de NO (LPS + etanol) X 100.

As alteracOes estruturais realizadas nos compostos, e consequentemente as
mudangas nas suas propriedades fisico-quimicas, tornaram o dibutirato e o cinamato
de polidatina citotéxicos. Para o dibutirato de polidatina ocorreu uma inibicdo da
reducao da resazurina de 93% (p< 0,0001; SEM: 1, 528) e 89,5% (p< 0,0001; SEM :
0,882) para as concentraces de 300 uM e 200 pM, respectivamente; para o cinamato
de polidatina verificou-se uma inibicao da reducao da resazurina de 98% (p< 0,0007;
SEM: 2,082 ) e 96.7% (p< 0,0001; SEM: 1,202) para as concentracdes de 300 uM e 200

MM, respectivamente. Contrariamente, a polidatina ndo apresentou citotoxicidade nas
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mesmas concentragdes (Figura 56). Ambos os compostos deixaram de exercer
citotoxicidade significativa para concentra¢des iguais ou inferiores a 50uM (Figura
55).

Na figura 57 pode-se observar a comparacao entre a producdo de Oxido
nitrico pela polidatina e seus derivados em concentracdes ndo citotoxicas, nota-se
que a modificagdo estrutural ndo alterou significativamente a atividade anti-

inflamatéria dos compostos.
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Figura 57. Comparacgdo entre os efeitos da polidatina e seus derivados na producdo de
nitritos em células RAW 264.7 ativadas por LPS (50 ng/mL). As barras e pontos dos graficos
representam a média + SEM (N= 3). A percentagem da producao de nitrito foi calculada
relativamente a concentracdo do grupo controlo com veiculo e LPS (50 ng/mL) por 24 horas,
usando a seguinte formula: % de NO = % de NO (LPS + composto teste) / % de NO (LPS
+ etanol) X 100.

A atividade citotéxica dos estilbenos esta amplamente relatada na literatura
(ADIABOUAH ACHY-BROU et al, 2016, BILLACK et al, 2008, JAKUBOWSKA et al.,
2014, TOLOMEO et al,, 2005). Esta atividade tem sido frequentemente demonstrada
em células tumorais JAKUBOWSKA et al., 2014, MURIAS et al., 2005, SU et al,, 2013,
HADI et. al, 2007, TOLOMEO et al., 2005).

RADKAR et al. (2008) relata que o resveratrol, em concentracdes citotdxicas,
afeta a integridade do DNA de macrofagos RAW 264.7, levando a apoptose. Esta

fragmentagdo do DNA tem sido relacionada com a oxidagdo mediada por ides de
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cobre Il endégenos (AZMI et al.,, 2006, HADI et al., 2007, ZHENG et al, 2006). Outros
estudos verificaram morte celular por interrupgéo do ciclo celular (EMPL et al, 2015,
SU et al, 2013).

Um trabalho desenvolvido por SU et. al. (2013), compara o efeito citotoxico da
polidatina e do resveratrol em linhas celulares tumorais e conclui que a aglicona é
mais citotoxica que o derivado glicosidico. Este estudo demonstra ainda que o
principal mecanismo de morte dos macrogafos consiste na interrupcao do ciclo
celular, sendo a apoptose pouco expressiva. A fim de investigar os mecanismos
responsaveis pela toxicidade superior do resveratrol relativamente a polidatina,
avaliou-se a captacdo desses dois compostos pelas células testadas, e observou-se
que o resveratrol € mais bem absorvido pelas células (SU et al.,, 2013). Este estudo
demonstra que um fator limitante da citotoxicidade dos estilbenos é a absor¢do dos
mesmos pelas células, logo, tomando como exemplo o presente estudo, o aumento
da lipofilia propiciado pela acetilacdo de grupos hidroxilos da polidatina, pode ter
contribuido para uma melhor absorcdo celular, induzindo o aumento da

citotoxicidade.

7.2.3. Naringina e derivados

Os compostos naringina, 6"- acetato de naringina, 4"'- 6"-diacetato de
naringina e 6"- butirato de naringina foram dissolvidos em etanol. As suas estruturas
e pesos moleculares encontram-se expostos na tabela 12.

Quando os macrofagos RAW foram tratados com naringina na presenca do
LPS, durante 24 horas, verificou-se que apenas a concentracao de 400 uM inibiu
significativamente a produc¢do de 6xido nitrico (38%; p< 0,01; SEM : 9,918) (Figura
58).
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Figura 58. Producdo de 6xido nitrico e citotoxicidade em macréfagos RAW na presenca de
LPS (50 ng/mL), naringina e derivados. As barras e pontos dos graficos representam a média
+ SEM (N= 3). Os simbolos (*), (**) e (****) indicam a diferenca estatistica da producao de
nitrito relativamente ao controlo positivo LPS 50 ng/mL. O simbolo (#) indica a diferenca
estatistica entre a citotoxicidade e o controlo contendo apenas células. Onde (*) e (#) p<0,05;
(**) p< 0,01, (****), p< 0,0001. As percentagens da producao de nitrito foram calculadas
relativamente a concentracdo do grupo controlo com veiculo e LPS (50 ng/mL) durante 24
horas, usando a seguinte formula: % de NO = % de NO (LPS + composto teste) / % de
NO (LPS + etanol) X 100.

i

A citotoxicidade dos compostos naringina, 4'- 6"-diacetato de naringina, 6"-
butirato de naringina e 6"- acetato de naringina foi avaliada usando a resazurina
(Alamar blue), tendo os resultados demonstrado que os compostos nao alteram a
viabilidade dos macréfagos nas concentragdes testadas (Figura 58). Pelo exposto,
pode-se concluir que a inibicdo da producao de NO induzida pela naringina e
derivados, em macréfagos estimulados com LPS, ndo resulta de citotoxicidade sobre

as células.
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Para a concentracao de 250uM do diacetato de naringina, observa-se uma
reducdo de 43% (P< 0,01; SEM: 11,035) na produgdo de NO pelos macréfagos RAW.
O derivado diacetato ndo foi testado na concentr¢do de 400 uM devido a questdes
de solubilidade, sendo entdo comparado com os outros derivados apenas em
concentragdes inferiores a 200uM. Como pode ser observado na figura 59, os
compostos diacetato de naringina e butirato de naringina a 200 uM mostram-se
significativamente mais potentes que a naringina, apresentando inibicdes na
producao de NO de 31% (p< 0,05; SEM: 9,454) e 27% (p< 0,05; SEM: 0,881),
respectivamente. Os resultados permitem concluir que essas acilagdes tornaram a
naringina mais potente relativamente a inibicdo da produc¢do de dxido nitrico, ndo

afetando a toxicidade celular.

g 1007 s
x = i
= ‘E 75 miE €23 Naringina (UM)
3 ;' = ;:: @@ Acetato de Naringina (uM)
,,g ° 50+ 3 Diacetato de Naringina (uM)
\ l:' I:I:I
= = o e =3 Butirato de Naringina (uM)
o 251k oo
. e L
o o b
0 el l... T T T
O O
S S q,QQ A\

LPS (50 ng/mL)

Figura 59. Producdo de 6xido nitrico e citotoxicidade em macréfagos RAW na presenca de
LPS (50 ng/mL), As barras e pontos dos graficos representam a média + SEM (N= 3). O
simbolo (*) indica a diferenca estatistica entre a atividade dos derivados relativamente a
naringina, onde (*) p<0,05. A percentagem da producgao de nitrito foi calculada relativamente
a concentracao do grupo controlo com veiculo e LPS (50 ng/mL) durante 24 horas, usando a
seguinte formula: % de NO = % de NO (LPS + composto teste) / % de NO (LPS + etanol)
X 100.

Um estudo realizado recentemente por HATTORI e colaboradores (2016)
avaliou a atividade de derivados acil ésteres da naringina ligados na posi¢do C-6" do
glicosideo. Foram testados derivados ésteres entre 2 e 18 carbonos, sendo que os
derivados com mais de 12 carbonos mostraram citotoxicidade. Observou-se ainda
que o crescimento progressivo da cadeia carbonica esta directamente relacionado
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com um aumento na capacidade de inibicdo da producdo de NO, sendo que o
derivado C-12 apresentou o melhor resultado.

Dentro do grupo de compostos testados por HATTORI et al. (2016) referem-se
o acetato e o butirato de naringina, que também foram alvo de estudo no presente
trabalho. Para a concentracdo de 50 uM, ambos os compostos apresentaram
resultados semelhantes aos obtidos por HATTORI e colaboradores.

Ainda de acordo com este estudo, avaliou-se a captacdo do derivado C-12
pelos macréfagos RAW, tendo os resultados revelado que este composto foi
parcialmente degradado na membrana celular e a naringina foi translocada para o
citosol, o que indica que a naringina libertada a partir do derivado éster C-12 exerce
efeito anti-inflamatorio na supressao da via do NF-kB. Este fato permite-nos inferir
que o aumento da lipofilicidade gerado pela adi¢do de cadeias alquilicas a grupos
hidroxilos livres da naringina, promove o aumento da absor¢cdo da mesma e

consequentemente aumenta a sua atividade inibidora da producao de NO.

7.3. Avaliacao da atividade antioxidante dos derivados de polifenois
relativamente ao “doador de NO” S-nitroso-n-acetil-DL-Penicilamina

(SNAP).

Com o objetivo de avaliar se a redugao da concentracdo de nitritos observada
para os polifenois estudados decorre da captacdo direta de éxido nitrico (atividade
scavenger), foi feito um ensaio usando o composto S-nitroso-n-acetil-DL-
Penicilamina (SNAP). Em solucdo, o SNAP liberta 6xido nitrico, sendo que a sua
estabilidade varia em funcdo da temperatura, pH, pressdao de oxigénio, nucledfilos,
espécies com atividade redox e solugdo de incubagdo contendo concentragdes
vestigiais de metal. A meia vida do S-nitroso-n-acetil DL-Penicilamina pode variar de
segundos a horas a pH 74, dependendo da natureza do tampao fisiologico

(FEELISCH, 1998).
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Todos os compostos em estudo foram avaliados relativamente a atividade
scavenger de NO em concentragdes variadas (Figuras 60, 61 e 62). O etanol foi usado
como veiculo para a naringina, polidatina e seus respectivos derivados. O veiculo néo

mostrou influéncia significativa no ensaio.
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Figura 60. Atividade de “captacdo de NO" da naringina e derivados. Ensaio com SNAP como
doador de 6xido nitrico. Os dados apresentados representam a média + SEM (N = 3) e foram
expressos em percentagem de producao de nitritos pelo SNAP. Onde (*) p<0,05 e (***) p<

0,001.

O efeito scavenger de NO para a naringina e derivados se mostrou pouco
expressivo, sendo estatisticamente relevante para a naringina a 400 uM e 100 uM,
com atividade de 11% (p<0,001; SEM: 2,75) e 7% (p< 0,05 SEM: 1,109),
respectivamente; para o diacetato de naringina a 250 uM, com atividade de 10%
(p<0,05; SEM: 2,739); e para o butirato de naringina a 400 uM com atividade de 12%
(p<0,001; SEM: 2,415) (Figura 60). Importa ressalvar que a naringina (400 uM) reduziu

a concentracao de nitritos produzidos por macréfagos estimulados com LPS em 38%
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(p<0,01; SEM: 9,918), o diacetato de naringina (250 puM) em 43% (p<0,01; SEM:
11,035) e o butirato de Naringina (400 uM) em 35% (p<0,001; SEM: 1,5) (Figura 58).

O efeito scavenger da polidatina e derivados também se mostrou pouco
expressivo. A polidatina apresentou uma pequena atividade anti-oxidante, mostrando
cerca de 15% de atividade a 300 uM (p<0,01; SEM: 1,958) e 10% a 200 pM (p<0,05;
SEM: 4,498) (Figura 61). Nas mesmas concentragdes e nos ensaios utilizando
macrofagos, a polidatina mostrou uma inibicdo na producdo de NO de 56%
(p<0,0001; SEM: 2,651) para a concentracao de 300 uM e de 53% (p<0,0001; SEM:
1,551) para 200 uM (Figura 56).
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Figura 61. Atividade de "captacao de NO" da polidatina e derivados. Ensaio com SNAP como
doador de 6xido nitrico. Os dados apresentados representam a média + SEM (N = 3) e foram
expressos em percentagem de produgao de nitritos pelo SNAP. Onde (*) p<0,05 e (**) p<
0,01.
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Os resultados apresentados para a naringina, polidatina e derivados permitem
concluir que a atividade apresentada por esses compostos esta principalmente
relacionada com uma inibicdo da producdo de NO pelos macréfagos, sendo a
atividade scavenger de NO pouco relevante.

Para a rutina e derivados o ensaio com o SNAP revelou que essas moléculas
detém consideravel atividade antioxidante para o radical NO. Os compostos
apresentaram atividade entre 30% a 20%, de uma forma praticamente independente
da dose. Pode-se também observar na figura 62 que as modifica¢cdes estruturais nao

alteraram, consideravelmente, a atividade antioxidante dessas moléculas.
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Figura 62. Atividade de “captacdo de NO" da rutina e derivados. Ensaio com SNAP como
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Para a rutina e derivados, ao comparar os resultados obtidos nas experiéncias
com o S-nitroso-n-acetil-DL-Penicilamina com os obtidos usando os macroéfagos, é
notavel a semelhanga entre a percentagem de reducdo da concentragdo de Oxido
nitrico nos dois ensaios. Nas experiéncias realizadas com macréfagos, as moléculas
também reduziram entre 30% a 20% a producdao de NO, com pouca ou nenhuma
variacdo dependente da dose, além de ndo apresentarem mudancas na atividade
com as alteracbes estruturais (Figura 55).

Estes resultados corroboram os da literatura, uma vez que a rutina tem
reconhecida atividade scavenger para o Oxido nitrico e tem sido utilizada como
controlo positivo em testes de captacao de NO que usam o SNAP como agente
doador de NO. A rutina é usada como controlo positivo a T mM, concentracao na
qual reduz cerca de 70% dos niveis de nitrito (MATHEUS et al,, 2006, PASSOS et al,
2015, SOARES et al,, 2012, SOARES et al.,, 2013).

Tem sido relatado na literatura a melhoria da atividade anti-oxidante da rutina,
quando acilada, relativamente a oxidacao de lipidos (KATSOURA et al., 2006, LUE et
al, 2010, VISKUPICOVA et al, 2010). No entanto, esses estudos demonstram que a
melhoria na atividade deste flavonol decorre do aumento na solubilidade no meio
nao-aquoso, nao estando relacionada com uma amplificagdo da atividade anti-
oxidante per si. No estudo feito por KATSOURA et al, 2006, a acilagdo da rutina na

i

posicao 4", por acido oléico (C18:1) gera uma melhoria no efeito antioxidante,
verificado em modelos experimentais de oxidacao de LDL e ainda num modelo sérico
in vitro. Tal efeito decorre, provavelmente, da melhoria da incorporacao do composto
na parte lipidica da particula de LDL, atingindo o local da peroxidacdo lipidica

(KATSOURA et al., 2006).
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7.4. Analise por Western Blot da expressao da iNOS

Com o objetivo de investigar se os polifendis estudados influenciam a
expressao da isoforma indutivel da sintase do 6xido nitrico, realizou-se o ensaio de
Western Blot em lisados de macrofagos. As experiéncias foram desenvolvidas para o
butirato de naringina (400 uM) e o dipropianato de rutina (300 pM) na presenga e
auséncia de LPS (1 ug/ml), a polidatina ndo foi avaliada devido a sua expressiva
citotoxicidade, sendo este composto e seus derivados reservados para futuros testes
quanto a sua atividade antitumoral. A expressao da iINOS é apresentada
relativamente a expressao da tubulina, utilizada como padrdo interno, uma vez esta
ultima nao sofre alteracdo nas condicdes usadas no ensaio.

Como pode ser observado na figura 63, o dipropianato de rutina (300 uM) nado
modulou a expressdao da INOS. O resultado obtido indica que a atividade
apresentada por este derivado da rutina estd estritamente relacionada com a sua
acao scavenger de NO. Estes resultados corroboram os obtidos nas experiéncias de
producdo de NO em macréfagos e de SNAP como doador de NO. Considerando a
semelhancga dos resultados apresentados pela rutina e o diacetato de rutina, pode-se
inferir que o mecanismo pelo qual esses compostos reduzem a concentragdo de
oxido nitrico é similar ao apresentado pelo derivado diapropianato.

O butirato de naringina teve como veiculo o etanol (0,8%) e tal como pode ser
observado na figura 63, o etanol reduziu a expressdao da iINOS em 74%. A fim de
visualizar corretamente o efeito do butirato de naringina na expressao da iNOS, a
condicao contendo etanol (0,8%) e LPS (1 ug/mL) foi considerada como controlo

(Figura 64).
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Figura 63. Expressdo da iNOS na presenca e auséncia de LPS (Tug/ml). Os resultados sdo
expressos em % de iNOS das células estimuladas com LPS (N=1). O etanol foi usado como
veiculo para o butirato de naringina. As percentagens foram calculadas considerando a
expressao da iNOS relativamente a tubulina (iNOS/tubulina).

Como pode ser observado na figura 64, o butirato de naringina (400 pM) inibe
em 32% a expressao da iNOS. Este resultado € muito semelhante ao obtido na
experiéncia que avalia a producao de oxido nitrico por macréfagos, onde o butirato
de naringina 400 pyM inibe em cerca de 35% (p< 0,0001; SEM: 1) a producdo de NO
(Figura 58). Este resultado sugere que o butirato de naringina apresenta potencial
anti-inflamatodrio, uma vez que inibe a expressao da iINOS e consequentemente a

producao de NO, provavelmente por modular a via do NF-kB.
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Parte V
Conclusdes e perspectivas
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8. Conclusdes e perspectivas

Com base nos resultados obtidos pode-se concluir que os compostos
avaliados e seus derivados reduzem a producdo de oxido nitrico em macréfagos

estimulados com LPS.

Nessas condices, a rutina e seus derivados inibem em cerca de 30% a 20% a
producdo de NO, de uma forma nao dependente da dose. Apesar de serem mais
lipofilicos, os derivados 3",4"'— diacetato e 3",4"'— dipropianato apresentaram uma
atividade semelhante a rutina, mostrando alguma inespecificidade no seu efeito. O
ensaio do SNAP mostrou que a atividade antioxidante do NO é similar a atividade
inibidora da producdo de NO em macréfagos, o que sugere que o efeito da rutina e
derivados esta relacionada com a atividade scavenger desses compostos e ndo com a
modulacdo da producdo de oéxido nitrico pela INOS. A fim de confirmar essa
hipotese, foi realizado o ensaio de Western Blotting para detetar a expressao da iNOS
na presenca do dipropianato de rutina (300 uM). O resultado obtido indica que este
composto nao interfere com a expressao da iNOS, confirmando que a redugao da
producdo de 6xido nitrico por macrofagos cultivados com dipropianato de rutina
decorre estritamente da sua acao antioxidante (Tabela 14). Devido a semelhanca dos
resultados, essa conclusdo podera ser estendida a rutina e seu derivado diacetato.
Como perspectiva futura, sera relevante explorar a relagdo estrutura/atividade de
derivados acilados da rutina, uma vez que a mesma € usada como controlo positivo
em testes de captacao de NO.

A naringina foi testada numa gama de concentragdes que variaram entre 25
UM e 400 pM, ocorrendo inibicdo da producdao de NO em macréfagos estimulados
com LPS apenas para a concentracdo de 400uM. O derivado acetato também
apresenta atividade apenas a 400 uM, enquanto que os derivados diacetato e
dibutirato apresentaram, respectivamente, atividade nas concentracbes de 250 uM e
200 uM; 400 uM, 200 uM e 100uM, mostrando que as alteracGes fisico-quimicas
proporcionadas pelas acilacdes melhoraram a atividade desses compostos, tornando-

os mais ativos. O ensaio que avaliou a capacidade de captacdo do 6xido nitrico
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libertado pelo SNAP, mostrou que esses compostos apresentaram atividade
scavenger pouco significativa, sendo que o diacetato, o butirato e a naringina
apresentaram pequena atividade entre 7% e 12% (Figura 53). Estes resultados
indicam que a naringina e derivados inibem a producao de NO em macréfagos
estimulados com LPS provavelmente por atuarem na expressao da iNOS. Visando
avaliar a veracidade dessa hipotese, foi realizado o ensaio de Western Blotting para a
INOS na presenca do butirato de naringina (400uM). O resultado obtido revelou que
apresentada para a producao de NO por macréfagos, sugerindo que o butirato de
naringina apresenta atividade anti-inflamatéria, e atua muito possivelmente
modulando a via do NF-kB (Tabela 14). Como perspectiva futura, a relacao estrutura-
atividade desses compostos devera ser explorada, bem como o seu mecanismo de
acao ao nivel das vias de sinalizacao intracelular.

A polidatina foi testada nas concentracdes entre 300uM e 25uM e demonstrou
atividade expressiva na inibi¢do da produgdo de NO em macréfagos estimulados com
LPS (inibicdo de cerca de 56% para a concentragdo de 300 uM). O ensaio feito com o
SNAP mostrou que apenas a polidatina apresenta atividade scavenger para o NO,
reduzindo sua concentracdao em cerca de 15% a 300uM e 10% a 200uM. Os derivados
acilados 6"- cinamato de polidatina e 3"-6"- dibutirato de polidatina mostraram
expressiva citotoxicidade, levando a morte celular em concentracdes onde a
polidatina apresentou apenas atividade na inibicdo da concentracdo de NO pelos
macrofagos (Tabela 14). As alteragdes estruturais geradas na polidatina nédo
modificaram significativamente a atividade anti-inflamatéria desse composto. Os
derivados citotoxicos obtidos a partir da polidatina serdo futuramente avaliados
relativamente a sua atividade antitumoral, visto que os estilbenos se tém revelados

promissores na area da oncologia.
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Tabela 14. Tabela resumo dos resultados obtidos para naringina, rutina, polidatina e seus

derivados acilados.

Composto

Inibigao da

producgao de NO

Citotoxici
itotoxicidade Scavenger NO

Atividade

Expressao
da iNOS

Rutina

3”’-4’"’-Diacetato
de rutina

3"_4[[’_
Dipropianato de
rutina

Polidatina

6”’-Cinamato de
polidatina
3”’-6”’- Dibutirato
de polidatina

Naringina

6”’- Acetato de
naringina

6’’ — Butirato de
Naringina

4’’-6”- Diacetato
de Naringina

26 % (300 pM)

21% (300 pM)

30% (300 pM)

56% (300 pM)

Sem atividade

Sem atividade

38% (400 pM)

26% (400 pM)

34,5% (400 pM)

43% (250pM)

N3o toxico

N3o toxico

N3o toxico

N3o toxico

93% (300uM)

98% (300pM)

Ndo toxico

N3o toxico

N3o toxico

N3o toxico

30% (300 pM)

23% (300 uM)

30% (300 uM)

15 % (300 uM)

Sem atividade

Sem atividade

11% (400 pM)

Sem atividade

12% (400 pM)

10% (250uM)

Nao
testada
Nao
testada

N3o inibe

Nao
testado
Nao
testada
Nao
testada
Nao
testada
Nao
testada

32%
(400uM)

Nao
testada

139



140



Parte VI

Referéncias Bibliograficas

141



142



9. Referéncias

ABBAS, Abul K; FAUSTO, Nelson; MITCHELL, Richard N/et al.] - Robbins Patologia Basica.
Elsevier Brasil, 2008. 8535227296

ABBAS, Abul K; LICHTMAN, Andrew HH; PiLLAl, Shiv - Imunologia celular e molecular.
Elsevier Brasil, 2015. 853528320X

ABRAHAM, Edward - Anti-cytokine therapy. The sepsis text. Springer, 2002.
079237620X

ADAMS, LB; DINAUER, MC; MORGENSTERN, DEJet al] - Comparison of the roles of
reactive oxygen and nitrogen intermediates in the host response to
Mycobacterium tuberculosis using transgenic mice. Tubercle and Lung
Disease. Vol. 78. n.° 5 (1997). pp. 237-246. 0962-8479

ADIABOUAH ACHY-BRouU, Christelle A; BILLACK, Blase - A comparative assessment of the
cytotoxicity and nitric oxide reducing ability of resveratrol, pterostilbene
and piceatannol in transformed and normal mouse macrophages. Drug
and chemical toxicology. (2016). pp. 1-11. 0148-0545

ADLERCREUTZ, Patrick - Immobilisation and application of lipases in organic media.
Chemical Society Reviews. Vol. 42. n.° 15 (2013). pp. 6406-6436.

AGGARWAL, Bharat B; BHARDWAJ, Anjana; AGGARWAL, Rishi Sfet al.] - Role of resveratrol
in prevention and therapy of cancer: preclinical and clinical studies.
Anticancer research. Vol. 24. n.° 5A (2004). pp. 2783-2840. 0250-7005

AGGARWAL, Bharat B; VIJAYALEKSHMI, RV; SUNG, Bokyung - Targeting inflammatory
pathways for prevention and therapy of cancer: short-term friend, long-
term foe. Clinical Cancer Research. Vol. 15. n.° 2 (2009). pp. 425-430. 1078-
0432

AGOSTINI-COSTA, Tania da S; SILVEIRA, Damaris; Bizzo, Humberto R/et al] - Secondary
metabolites. INTECH Open Access Publisher, 2012. 9535103571

AHERNE, S Aisling; O'BRIEN, Nora M - Dietary flavonols: chemistry, food content,
and metabolism. Nutrition. Vol. 18. n.° 1 (2002). pp. 75-81. 0899-9007

AHMAD, Sheikh Fayaz; ATTIA, Sabry M; BAKHEET, Saleh Afet al] - Naringin attenuates
the development of carrageenan-induced acute lung inflammation
through inhibition of NF-kb, STAT3 and pro-inflammatory mediators and
enhancement of IkBa and anti-inflammatory cytokines. /nflammation. Vol.
38. n.° 2 (2015). pp. 846-857. 0360-3997

AKTAN, Fugen - iNOS-mediated nitric oxide production and its regulation. Life
sciences. Vol. 75. n.° 6 (2004). pp. 639-653. 0024-3205

AL-DHABI, Naif Abdullah; ArRAsu, Mariadhas Valan; PARK, Chang Hafet al.] - Letter to
the editor: AN UP-TO-DATE REVIEW OF RUTIN AND ITS BIOLOGICAL AND
PHARMACOLOGICAL ACTIVITIES. (2015).

ALAM, M Ashraful; SuBHAN, Nusrat; RAHMAN, M Mahbubur/et al] - Effect of citrus
flavonoids, naringin and naringenin, on metabolic syndrome and their
mechanisms of action. Advances in Nutrition: An International Review Journal.
Vol. 5. n.° 4 (2014). pp. 404-417. 2156-5376

143



ALAM, Md Ashraful; KAuTer, Kathleen; BROWN, Lindsay - Naringin improves diet-
induced cardiovascular dysfunction and obesity in high carbohydrate,
high fat diet-fed rats. Nutrients. Vol. 5. n.° 3 (2013). pp. 637-650.

ALBERTS, Bruce; JOHNSON, Alexander; Lewis, Julianfet al] - Biologia molecular da
célula. Artmed Editora, 2009. 8536321709

AMARETTI, Alberto; RAIMONDI, Stefano; LEONARDI, Alanfet al] - Hydrolysis of the
Rutinose-Conjugates Flavonoids Rutin and Hesperidin by the Gut
Microbiota and Bifidobacteria. Nutrients. Vol. 7. n.° 4 (2015). pp. 2788-2800.

ANOBOM, Cristiane D; PINHEIRO, Anderson S; De-ANDRADE, Rafael Afet al] - From
structure to catalysis: recent developments in the biotechnological
applications of lipases. BioMed research international. Vol. 2014. (2014). 2314-
6133

APPEL, Lawrence J; MOORE, Thomas J; OBARZANEK, Evafet al] - A clinical trial of the
effects of dietary patterns on blood pressure. New England Journal of
Medicine. Vol. 336. n.° 16 (1997). pp. 1117-1124. 0028-4793

ARDHAOUI, Melika; FALCIMAIGNE, Aude; ENGASSER, Jean-Marcfet al] - Acylation of
natural flavonoids using lipase of Candida antarctica as biocatalyst.
Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic. Vol. 29. n.° 1 (2004). pp. 63-67.
1381-1177

ARTERO, Ana; ARTERO, Arturo; TARIN, Juan Jfet al] - The impact of moderate wine
consumption on health. Maturitas. Vol. 80. n.° 1 (2015). pp. 3-13. 0378-5122

ARrTS, llja CW; SESINK, Aloys LA; FAASSEN-PETERS, Mariafet al] - The type of sugar
moiety is a major determinant of the small intestinal uptake and
subsequent biliary excretion of dietary quercetin glycosides. British Journal
of Nutrition. Vol. 91. n.° 06 (2004). pp. 841-847. 1475-2662

ASFAR, Sami; ABDEEN, Suad; DAsHTI, Husseinfet al] - Effect of green tea in the
prevention and reversal of fasting-induced intestinal mucosal damage.
Nutrition. Vol. 19. n.° 6 (2003). pp. 536-540. 0899-9007

AucusT, David A; LANDAU, Janelle; CAPUTO, Deborah/et al] - Ingestion of green tea
rapidly decreases prostaglandin E2 levels in rectal mucosa in humans.
Cancer Epidemiology Biomarkers & Prevention. Vol. 8. n.° 8 (1999). pp. 709-713.
1055-9965

AZEVEDO, Maria Isabel; PEREIRA, Anamaria Falcdo; NOGUEIRA, Ricardo Brazfet al] - The
antioxidant effects of the flavonoids rutin and quercetin inhibit
oxaliplatin-induced chronic painful peripheral neuropathy. Molecular pain.
Vol. 9.n.° 1 (2013). p. 1. 1744-8069

Aziz, Z; TANG, WL; CHONG, NJfet al] - A systematic review of the efficacy and
tolerability of hydroxyethylrutosides for improvement of the signs and
symptoms of chronic venous insufficiency. Journal of clinical pharmacy and
therapeutics. Vol. 40. n.° 2 (2015). pp. 177-185. 1365-2710

Azmi, Asfar Sohail; BHAT, Showket Hussain; HANIF, Sarmad/et al] - Plant polyphenols
mobilize endogenous copper in human peripheral lymphocytes leading to
oxidative DNA breakage: a putative mechanism for anticancer properties.
FEBS letters. Vol. 580. n.° 2 (2006). pp. 533-538. 1873-3468

144



BABIOR, Bernard M - NADPH oxidase: an update. Blood. Vol. 93. n.° 5 (1999). pp.
1464-1476. 0006-4971

BaiLey, David G; ARNOLD, J Malcolm O; MuNoz, Claudiofet al] - Grapefruit juice-
felodipine interaction: mechanism, predictability, and effect of naringin.
Clinical Pharmacology & Therapeutics. Vol. 53. n.° 6 (1993). pp. 637-642. 1532-
6535

BaiLey, David G; KReerT, John H; MuNoz, Claudio/et al.] - Grapefruit juice—felodipine
interaction: Effect of naringin and 6’, 7’'-dihydroxybergamottin in
humans. Clinical Pharmacology & Therapeutics. Vol. 64. n.° 3 (1998). pp. 248-
256. 1532-6535

BAILEY, DG; DRESSER, GK; LEAKE, BF/et al.] - Naringin is a Major and Selective Clinical
Inhibitor of Organic Anion-Transporting Polypeptide 1A2 (OATP1A2) in
Grapefruit Juice. Clinical Pharmacology & Therapeutics. Vol. 81. n.° 4 (2007).
pp. 495-502. 1532-6535

BAKER, Dwight D; CHu, Min; OzA, Umalet al] - The value of natural products to
future pharmaceutical discovery. Natural product reports. Vol. 24. n° 6
(2007). pp. 1225-1244.

BALAKIN, Konstantin V; IVANENKOV, Yan A; SKORENKO, Andrey V[et al] - In silico
estimation of DMSO solubility of organic compounds for bioscreening.
Journal of biomolecular screening. Vol. 9. n.° 1 (2004). pp. 22-31. 1087-0571

BEERENS, Koen; DESMET, Tom; SOETAERT, Wim - Enzymes for the biocatalytic
production of rare sugars. Journal of industrial microbiology & biotechnology.
Vol. 39. n.° 6 (2012). pp. 823-834. 1367-5435

BELAAOUA), Abderrazzag; McCARTHY, Ronald; BAUMANN, Maryfet al] - Mice lacking
neutrophil elastase reveal impaired host defense against gram negative
bacterial sepsis. Nature medicine. Vol. 4. n.° 5 (1998). pp. 615-618. 1078-8956

BENTLEY, Ronald - Secondary metabolite biosynthesis: the first century. Critical
reviews in biotechnology. Vol. 19. n.° 1 (1999). pp. 1-40. 0738-8551

BERGHAUS, Londa J; MOORE, James N; HurLey, David Jfet al] - Innate immune
responses of primary murine macrophage-lineage cells and RAW 264.7
cells to ligands of Toll-like receptors 2, 3, and 4. Comparative immunology,
microbiology and infectious diseases. Vol. 33. n.° 5 (2010). pp. 443-454. 0147-
9571

BERGLUND, Per - Controlling lipase enantioselectivity for organic synthesis.
Biomolecular Engineering. Vol. 18. n.° 1 (2001). pp. 13-22. 1389-0344

BHARTI, Saurabh; RANI, Neha; KRISHNAMURTHY, Bhaskar/et al.] - Preclinical evidence for
the pharmacological actions of naringin: a review. Planta medica. Vol. 80.
n.° 6 (2014). pp. 437-451. 0032-0943

BI, Cheng; JIANG, Yinong; Fu, Tingting/et al] - Naringin inhibits lipopolysaccharide-
induced damage in human umbilical vein endothelial cells via attenuation
of inflammation, apoptosis and MAPK pathways. Cytotechnology. (2016).
pp. 1-15. 0920-9069

BiLLACK, Blase; RADKAR, Vijayalaxmi; ADIABOUAH, Christelle - In vitro evaluation of the
cytotoxic and anti-proliferative properties of resveratrol and several of its

145



analogs. Cellular & molecular biology letters. Vol. 13. n.° 4 (2008). pp. 553-569.
1425-8153

BoGDAN, Christian - Nitric oxide and the immune response. Nature immunology.
Vol. 2. n.° 10 (2001). pp. 907-916.

BOMMARIUS, Andreas S; RIEBEL-BOMMARIUS, Bettina R - Biocatalysis: fundamentals and
applications. John Wiley & Sons, 2004. 3527303448

BORGDORF, R; WARWEL, S - Substrate selectivity of various lipases in the
esterification of cis-and trans-9-octadecenoic acid. Applied microbiology
and biotechnology. Vol. 51. n.° 4 (1999). pp. 480-485. 0175-7598

BORRELLI, Grazia M; TRONO, Daniela - Recombinant Lipases and Phospholipases and
Their Use as Biocatalysts for Industrial Applications. International journal of
molecular sciences. Vol. 16. n.° 9 (2015). pp. 20774-20840.

BOURGAUD, F; GRAVOT, A; MiLesl, Sfet al] - Production of plant secondary
metabolites: a historical perspective. Plant science. Vol. 161. n.° 5 (2001). pp.
839-851. 0168-9452

BOWIE, ANDREW; O'NEILL, LUKE - The history of Toll-like receptors-redefining
innate immunity. (2013).

BRADAMANTE, Silvia; BARENGHI, Livia; VILLA, Alessandro - Cardiovascular protective
effects of resveratrol. Cardiovascular drug reviews. Vol. 22. n.° 3 (2004). pp.
169-188. 1527-3466

BRENNAN, Robert E; RUSSELL, Kasi; ZHANG, Guoquan/et al.] - Both inducible nitric oxide
synthase and NADPH oxidase contribute to the control of virulent phase |
Coxiella burnetii infections. Infection and immunity. Vol. 72. n.° 11 (2004). pp.
6666-6675. 0019-9567

BRISDELLI, Fabrizia; D'ANDREA, Gabriele; Bozzi, Argante - Resveratrol: a natural
polyphenol with multiple chemopreventive properties (review). Current
drug metabolism. Vol. 10. n.° 6 (2009). pp. 530-546. 1389-2002

BRUNTON, Laurence L; CHABNER, Bruce; KNOLLMANN, Bjorn C - Goodman & Gilman's the
pharmacological basis of therapeutics. McGraw-Hill Medical New York,
2011.

Buczynskl, Matthew W; STEPHENS, Daren L; BOWERS-GENTRY, Rebecca Clet al] - TLR-4
and sustained calcium agonists synergistically produce eicosanoids
independent of protein synthesis in RAW264. 7 cells. Journal of Biological
Chemistry. Vol. 282. n.° 31 (2007). pp. 22834-22847. 0021-9258

BURKON, Alexander; SOM0zA, Veronika - Quantification of free and protein-bound
trans-resveratrol metabolites and identification of
trans-resveratrol-C/O-conjugated diglucuronides-Two novel resveratrol
metabolites in human plasma. Molecular nutrition & food research. Vol. 52.
n.° 5 (2008). pp. 549-557. 1613-4133

BUTLER, M. S. - The role of natural product chemistry in drug discovery. J Nat Prod.
Vol. 67. n° 12 (2004). pp. 2141-53. Disponivel em WWW:
<http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/15620274>. 0163-3864 (Print)

0163-3864 (Linking)

BUTLER, Mark S - Natural products to drugs: natural product-derived compounds
in clinical trials. Natural product reports. Vol. 25. n.° 3 (2008). pp. 475-516.

146


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15620274%3e

CALABRISO, Nadia; ScopiTT, Egeria; MASSARO, Marikafet al] - Multiple anti-
inflammatory and anti-atherosclerotic properties of red wine
polyphenolic extracts: differential role of hydroxycinnamic acids,
flavonols and stilbenes on endothelial inflammatory gene expression.
European journal of nutrition. (2015). pp. 1-13. 1436-6207

Cao, Xvhai; LIN, Weilong; LIANG, Chengweifet al] - Naringin rescued the TNF-a-
induced inhibition of osteogenesis of bone marrow-derived mesenchymal
stem cells by depressing the activation of NF-kB signaling pathway.
Immunologic research. Vol. 62. n.° 3 (2015). pp. 357-367. 0257-277X

CARDOSO, Elsa - Visdao Global do sistema imunologico. Em (AROSA, F., CARDOSO, E. &
PACHECO, F.) Fundamentos de imunologia. Lisboa, Portugal: LIDEL, 2012.
978-972-757-856-6

CARREA, Giacomo; RIVA, Sergio - Properties and synthetic applications of enzymes
in organic solvents. Angewandte Chemie International Edition. Vol. 39. n.° 13
(2000). pp. 2226-2254. 1521-3773

CARVALHO, Ana Caroline Lustosa de Melo; FONSECA, Thiago de Sousa; MATTOS, Marcos
Carlos defet al] - Recent Advances in Lipase-Mediated Preparation of
Pharmaceuticals and Their Intermediates. /nternational journal of molecular
sciences. Vol. 16. n.° 12 (2015). pp. 29682-29716.

CAsAs-GODOY, Leticia; DUQUESNE, Sophie; BORDES, Florencefet al] - Lipases: an
overview. Lipases and Phospholipases: Methods and Protocols. (2012). pp. 3-30.
1617795992

CHAN, Marion Man-Ying; MATTIACCI, John A; HWANG, Hyon S/et al] - Synergy between
ethanol and grape polyphenols, quercetin, and resveratrol, in the
inhibition of the inducible nitric oxide synthase pathway. Biochemical
pharmacology. Vol. 60. n.° 10 (2000). pp. 1539-1548. 0006-2952

CHEBIL, Latifa; HUMEAU, Catherine; FALCIMAIGNE, Audefet al] - Enzymatic acylation of
flavonoids. Process Biochemistry. Vol. 41. n.° 11 (2006). pp. 2237-2251. 1359-
5113

CHEN, Grace Y; NUNEz, Gabriel - Sterile inflammation: sensing and reacting to
damage. Nature Reviews Immunology. Vol. 10. n.° 12 (2010). pp. 826-837.
1474-1733

CHEN, Lvyi; LAN, Zhou; LIN, Qinxiong/et al.] - Polydatin ameliorates renal injury by
attenuating oxidative stress-related inflammatory responses in fructose-
induced urate nephropathic mice. Food and chemical toxicology. Vol. 52.
(2013). pp. 28-35. 0278-6915

CHEN, Yen-Chou; SHEN, Shing-Chuan; Lee, Woan-Ruoh/et al] - Inhibition of nitric
oxide synthase inhibitors and lipopolysaccharide induced inducible NOS
and cyclooxygenase-2 gene expressions by rutin, quercetin, and quercetin
pentaacetate in RAW 264.7 macrophages. Journal of cellular biochemistry.
Vol. 82. n.° 4 (2001). pp. 537-548. 1097-4644

CHEN, Yupin; ZHANG, Dong-qi; Lia0, Zhong/et al] - Anti-oxidant polydatin (piceid)
protects against substantia nigral motor degeneration in multiple rodent
models of Parkinson’s disease. Molecular neurodegeneration. Vol. 10. n.° 1
(2015). p. 4. 1750-1326

147



CHEYNIER, Véronique; COMTE, Gilles; DAVIES, Kevin M/et al] - Plant phenolics: recent
advances on their biosynthesis, genetics, and ecophysiology. Plant
Physiology and Biochemistry. Vol. 72. (2013). pp. 1-20. 0981-9428

CHONG, Julie; POUTARAUD, Anne; HUGUENEY, Philippe - Metabolism and roles of
stilbenes in plants. Plant Science. Vol. 177. n.° 3 (2009). pp. 143-155. 0168-
9452

CHOVATIYA, Raj; MEeDzHITOV, Ruslan - Stress, inflammation, and defense of
homeostasis. Molecular cell. Vol. 54. n.° 2 (2014). pp. 281-288. 1097-2765

CHTOUROU, Yassine; AOUEY, Bakhta; KeBIECHE, Mohammed/et al] - Protective role of
naringin against cisplatin induced oxidative stress, inflammatory
response and apoptosis in rat striatum via suppressing ROS-mediated NF-
kB and P53 signaling pathways. Chemico-biological interactions. Vol. 239.
(2015). pp. 76-86. 0009-2797

CHTOUROU, Yassine; AOUEY, Baktha; ARroul, Soniafet al] - Anti-apoptotic and anti-
inflammatory effects of naringin on cisplatin-induced renal injury in the
rat. Chemico-biological interactions. Vol. 243. (2016). pp. 1-9. 0009-2797

CHUA, Lee Suan - A review on plant-based rutin extraction methods and its
pharmacological activities. Journal of ethnopharmacology. Vol. 150. n.° 3
(2013). pp. 805-817. 0378-8741

CIRINO, Patrick C; ARNOLD, Frances H - Protein engineering of oxygenases for
biocatalysis. Current Opinion in Chemical Biology. Vol. 6. n.° 2 (2002). pp. 130-
135. 1367-5931

CONESKI, Peter N; SCHOENFISCH, Mark H - Nitric oxide release: Part Ill. Measurement
and reporting. Chemical Society Reviews. Vol. 41. n.° 10 (2012). pp. 3753-3758.

COUSSENS, Lisa M; WERB, Zena - Inflammation and cancer. Nature. Vol. 420. n.° 6917
(2002). pp. 860-867. 0028-0836

CROFT, Kevin D - Dietary polyphenols: Antioxidants or not? Archives of Biochemistry
and Biophysics. Vol. 595. (2016). pp. 120-124. 0003-9861

CROTEAU, Rodney; KUTCHAN, Toni M; LEwis, Norman G - Natural products (secondary
metabolites). Biochemistry and molecular biology of plants. Vol. 24. (2000). pp.
1250-1319.

CROZIER, Alan; DEL Rio, Daniele; CLIFFORD, Michael N - Bioavailability of dietary
flavonoids and phenolic compounds. Molecular aspects of medicine. Vol. 31.
n.° 6 (2010). pp. 446-467. 0098-2997

CROZIER, Alan; JAGANATH, Indu B; CLIFFORD, Michael N - Dietary phenolics: chemistry,
bioavailability and effects on health. Natural product reports. Vol. 26. n.° 8
(2009). pp. 1001-1043.

CRUVINEL, Wilson de Melo; MESQUITA JUNIOR, Danilo; ARAUJO, Julio Antonio Pereirafet al.]
- Sistema imunitario: Parte I. Fundamentos da imunidade inata com
énfase nos mecanismos moleculares e celulares da resposta inflamatoéria.
Rev. bras. reumatol. Vol. 50. n.° 4 (2010). pp. 434-447. 0482-5004

Czock, David; KELLER, Frieder; RASCHE, Franz Maximilian/et al.] - Pharmacokinetics and
pharmacodynamics of systemically administered glucocorticoids. Clinical
pharmacokinetics. Vol. 44. n.° 1 (2005). pp. 61-98. 0312-5963

148



D ARCHIVIO, Massimo; FiLesl, Carmela; DI BENEDETTO, Robertajet al] - Polyphenols,
dietary sources and bioavailability. Annali-Istituto Superiore di Sanita. Vol.
43.n.°4 (2007). p. 348.0021-2571

DAMODARAN, Srinivasan - Water at Biological Phase Boundaries: Its Role in Interfacial
Activation of Enzymes and Metabolic Pathways. Membrane Hydration.
Springer, 2015. 3319190598

DE MIRANDA, Amanda S; MIRANDA, Leandro SM; DE Souza, Rodrigo OMA - Lipases:
Valuable catalysts for dynamic kinetic resolutions. Biotechnology Advances.
Vol. 33. n.° 5 (2015). pp. 372-393. 0734-9750

Dewick, Paul M - Medicinal natural products: a biosynthetic approach. John Wiley
& Sons, 2002. 0471496413

D1, Li; Kerns, Edward H - Biological assay challenges from compound solubility:
strategies for bioassay optimization. Drug discovery today. Vol. 11. n° 9
(2006). pp. 446-451. 1359-6446

DINARELLO, Charles A - Anti-inflammatory agents: present and future. Cell. Vol. 140.
n.° 6 (2010). pp. 935-950. 0092-8674

DoRrbDICK, Jonathan S - Biocatalysts for industry. Springer Science & Business Media,
2013. 1475745974

Du, Qiao-Hui; PENG, Cheng; ZHANG, Hong - Polydatin: a review of pharmacology
and pharmacokinetics. Pharmaceutical biology. Vol. 51. n.° 11 (2013). pp.
1347-1354. 1388-0209

EmMpPL, Michael T; ALBERS, Malena; WANG, Shan/et al] - The Resveratrol Tetramer
r-Viniferin Induces a Cell Cycle Arrest Followed by Apoptosis in the
Prostate Cancer Cell Line LNCaP. Phytotherapy Research. Vol. 29. n.° 10
(2015). pp. 1640-1645. 1099-1573

ERRANTE, Paolo Ruggero; MENEZES-RODRIGUES, Francisco Sandro; TAVARES, José Gustavo

Padraofet al] - Mecanismo de Acao e Resisténcia ao Uso de
Glicocorticéides. Revista de Pesquisa e Inovacdo Farmacéutica. Vol. 6. n.° 2
(2015).

FABRIS, Sabrina; Momo, Federico; RAVAGNAN, Giampietrofet al] - Antioxidant
properties of resveratrol and piceid on lipid peroxidation in micelles and
monolamellar liposomes. Biophysical chemistry. Vol. 135. n.° 1 (2008). pp. 76-
83.0301-4622

FEELisCH, Martin - The use of nitric oxide donors in pharmacological studies.
Naunyn-Schmiedeberg's archives of pharmacology. Vol. 358. n.° 1 (1998). pp.
113-122. 0028-1298

FEGHALI, Carol A; WRIGHT, Timothy M - Cytokines in acute and chronic inflammation.
Front Biosci. Vol. 2. n.° 1 (1997). pp. d12-d26.

FELGINES, Catherine; TEXIER, Odile; MORAND, Christinefet al] - Bioavailability of the
flavanone naringenin and its glycosides in rats. American Journal of
Physiology-Gastrointestinal and Liver Physiology. Vol. 279. n.° 6 (2000). pp.
G1148-G1154.0193-1857

FIELD, Lamar; DILTS, Robert V; RAVICHANDRAN, Ramanathan/et al.] - An unusually stable
thionitrite from N-acetyl-D, L-penicillamine; X-ray crystal and molecular
structure of 2-(acetylamino)-2-carboxy-1, 1-dimethylethyl thionitrite.

149



Journal of the Chemical Society, Chemical Communications. n.° 6 (1978). pp.
249-250.

FLAMINI, Riccardo; MATTIVI, Fulvio; Rosso, Mirko Defet al] - Advanced knowledge of
three important classes of grape phenolics: anthocyanins, stilbenes and
flavonols. International journal of molecular sciences. Vol. 14. n.° 10 (2013). pp.
19651-19669.

FORSTERMANN, Ulrich; SessAa, William C - Nitric oxide synthases: regulation and
function. European heart journal. Vol. 33. n.° 7 (2012). pp. 829-837. 0195-668X

FRAGA, Cesar G.; GALLEANO, Monica; VERSTRAETEN, Sandra V.[et al] - Basic biochemical
mechanisms behind the health benefits of polyphenols. Molecular aspects
of medicine. Vol. 31. n.° 6 (2010). pp. 435-445. 0098-2997

FRASER, Christopher C - Exploring the positive and negative consequences of NF-
kB inhibition for the treatment of human disease. Cell Cycle. Vol. 5. n.° 11
(2006). pp. 1160-1163. 1538-4101

FUGGETTA, Mariapia; MATTIV, Fulvio - The immunomodulating activities of
resveratrol glucosides in humans. Recent patents on food, nutrition &
agriculture. Vol. 3. n.° 2 (2011). pp. 81-90. 2212-7984

FUHR, Uwe; KUMMERT, Anja L - The fate of naringin in humans: A key to grapefruit
juice-drug interactions? Clinical Pharmacology & Therapeutics. Vol. 58. n.° 4
(1995). pp. 365-373. 1532-6535

FUJIWARA, Nagatoshi; KoBAYAsHI, Kazuo - Macrophages in inflammation. Current
Drug Targets-Inflammation & Allergy. Vol. 4. n.° 3 (2005). pp. 281-286. 1568-
010X

GAMBINI, J; INGLES, M; OLASO, G/et al.] - Properties of resveratrol: in vitro and in vivo
studies about metabolism, bioavailability, and biological effects in animal
models and humans. Oxidative medicine and cellular longevity. Vol. 2015.
(2015). 1942-0900

GANDHI, Neena N; SAWANT, Sudhirprakash B; JosHI, Jyeshtharaj B - Specificity of a
lipase in ester synthesis: effect of alcohol. Biotechnology progress. Vol. 11.
n.° 3 (1995). pp. 282-287. 8756-7938

GAO, Mingming; MA, Yongjie; Liu, Dexi - Rutin suppresses palmitic acids-triggered
inflammation in macrophages and blocks high fat diet-induced obesity
and fatty liver in mice. Pharmaceutical research. Vol. 30. n.° 11 (2013). pp.
2940-2950. 0724-8741

GARCIA-LAFUENTE, Ana; GUILLAMON, Eva; VILLARES, Anafet al] - Flavonoids as anti-
inflammatory agents: implications in cancer and cardiovascular disease.
Inflammation Research. Vol. 58. n.° 9 (2009). pp. 537-552. 1023-3830

GILMORE, Thomas D; GARBATI, Michael R - Inhibition of NF-kB signaling as a strategy in
disease therapy. NF-kB in Health and Disease. Springer, 2010. 3642160166

GILROY, Derek; DE MAEYER, Roel - New insights into the resolution of inflammation.
Seminars in immunology. Vol. 27. n.° 3 (2015). pp. 161-168. 1044-5323

GONGALVES, Caroline da; MARsAIOLI, Anita J - Biocatalysis: facts and trends. Quimica
Nova. Vol. 36. n.° 10 (2013). pp. 1587-1590. 0100-4042

150



GREEN, Laura C; WAGNER, David A; GLOGOwskI, Joseph[et al] - Analysis of nitrate,
nitrite, and [15 N] nitrate in biological fluids. Analytical biochemistry. Vol.
126.n.° 1 (1982). pp. 131-138. 0003-2697

GREENBERG, Steven; GRINSTEIN, Sergio - Phagocytosis and innate immunity. Current
opinion in immunology. Vol. 14. n.° 1 (2002). pp. 136-145. 0952-7915

GRIVENNIKOV, Sergei |; GRETEN, Florian R; KARIN, Michael - Immunity, inflammation,
and cancer. Cell. Vol. 140. n.° 6 (2010). pp. 883-899. 0092-8674

GUARDIA, Teresita; ROTELLI, Alejandra Ester; JUAREZ, Americo Osvaldo/et al] - Anti-
inflammatory properties of plant flavonoids. Effects of rutin, quercetin
and hesperidin on adjuvant arthritis in rat. /l farmaco. Vol. 56. n.° 9 (2001).
pp. 683-687. 0014-827X

Guipo, Rafael VC; ANDRICOPULO, Adriano D; OLivA, Glaucius - Planejamento de
farmacos, biotecnologia e quimica medicinal: aplicagbes em doencas
infecciosas. estudos avangados. Vol. 24. n.° 70 (2010). pp. 81-98. 0103-4014

GUIHUA, Xiong; SHUYIN, Liu; JINLIANG, Gaofet al] - Naringin Protects Ovalbumin-
Induced Airway Inflammation in a Mouse Model of Asthma. /Inflammation.
Vol. 39. n.° 2 (2016). pp. 891-899. 0360-3997

GuO, Yi; BRUNO, Richard S - Endogenous and exogenous mediators of quercetin
bioavailability. The Journal of nutritional biochemistry. Vol. 26. n.° 3 (2015). pp.
201-210. 0955-2863

GUON, Tae Eun; CHUNG, Ha Sook - Hyperoside and rutin of Nelumbo nucifera
induce mitochondrial apoptosis through a caspase-dependent mechanism
in HT-29 human colon cancer cells. Oncology Letters. Vol. 11. n.° 4 (2016). pp.
2463-2470. 1792-1074

GUPTA, R; GuPTA, N; RATHI, P - Bacterial lipases: an overview of production,
purification and biochemical properties. Applied microbiology and
biotechnology. Vol. 64. n.° 6 (2004). pp. 763-781. 0175-7598

GuPTA, Subash C; SUNDARAM, Chitra; REUTER, Simonefet al] - Inhibiting NF-kB
activation by small molecules as a therapeutic strategy. Biochimica et
Biophysica Acta (BBA)-Gene Regulatory Mechanisms. Vol. 1799. n.° 10 (2010).
pp. 775-787. 1874-9399

GURUVAYOORAPPAN, C; KUTTAN, Girija - Rutin inhibits nitric oxide and tumor necrosis
factor-a production in lipopolysaccharide and concanavalin-A stimulated
macrophages. Drug metabolism and drug interactions. Vol. 22. n.° 4 (2007). pp.
263-278.2191-0162

Guzik, T; KorBuT, R; ADAMEK-GUZIK, T - Nitric oxide and superoxide in inflammation.
Journal of physiology and pharmacology. Vol. 54. (2003). pp. 469-487.

HADI, SM; BHAT, Showket H; Azmi, Asfar Sfet al.] - Oxidative breakage of cellular DNA
by plant polyphenols: a putative mechanism for anticancer properties. In:
Seminars in cancer biology, 2007,

HALLIWELL, Barry; RAFTER, Joseph; JENNER, Andrew - Health promotion by flavonoids,
tocopherols, tocotrienols, and other phenols: direct or indirect effects?
Antioxidant or not? The American journal of clinical nutrition. Vol. 81. n.° 1
(2005). pp. 2685-276S. 0002-9165

151



HALLIWELL, Barry; ZHAO, Kaicun; WHITEMAN, Matthew - The gastrointestinal tract: a
major site of antioxidant action? Free radical research. Vol. 33. n.° 6 (2000).
pp. 819-830. 1071-5762

HAN, Yongmoon - Rutin has therapeutic effect on septic arthritis caused by
Candida albicans. International immunopharmacology. Vol. 9. n.° 2 (2009). pp.
207-211. 1567-5769

HARI KRISHNA, S; KARANTH, NG - Lipases and lipase-catalyzed esterification reactions
in nonaqueous media. Catalysis Reviews. Vol. 44. n.° 4 (2002). pp. 499-591.
0161-4940

HARTLEY, Janet W; EVANS, Leonard H; GREeN, Kim Y/et al] - Expression of infectious
murine leukemia viruses by RAW264. 7 cells, a potential complication for
studies with a widely used mouse macrophage cell line. Retrovirology. Vol.
5.n.° 1 (2008). p. 1. 1742-4690

HASAN, Fariha; SHAH, Aamer Ali; HAMEED, Abdul - Industrial applications of microbial
lipases. Enzyme and Microbial technology. Vol. 39. n.° 2 (2006). pp. 235-251.
0141-0229

HATTORI, Hiromi; TSuTsuki, Hiroyasu; NAKAZAWA, Masamifet al] - Naringin lauroyl
ester inhibits lipopolysaccharide-induced activation of nuclear factor kB
signaling in macrophages. Bioscience, biotechnology, and biochemistry.
(2016). pp. 1-7.0916-8451

HAYDEN, Matthew S; GHOsH, Sankar - NF-kB, the first quarter-century: remarkable
progress and outstanding questions. Genes & development. Vol. 26. n.° 3
(2012). pp. 203-234. 0890-9369

He, Shan; YAN, Xiaojun - From resveratrol to its derivatives: new sources of natural
antioxidant. Current medicinal chemistry. Vol. 20. n.° 8 (2013). pp. 1005-1017.
0929-8673

He, Y-D; Ly, Y-T; LIN, Q-X[et al] - Polydatin suppresses ultraviolet B-induced
cyclooxygenase-2 expression in vitro and in vivo via reduced production
of reactive oxygen species. British Journal of Dermatology. Vol. 167. n.° 4
(2012). pp. 941-944. 1365-2133

HENRY, Caroline; VITRAC, Xavier; DECENDIT, Alain/et al] - Cellular uptake and efflux of
trans-piceid and its aglycone trans-resveratrol on the apical membrane of
human intestinal Caco-2 cells. Journal of agricultural and food chemistry. Vol.
53.n.° 3 (2005). pp. 798-803. 0021-8561

HoBBs, Adrian J; HIGGS, Annie; MONCADA, Salvador - Inhibition of nitric oxide
synthase as a potential therapeutic target. Annual Review of Pharmacology
and Toxicology. Vol. 39.n.° 1 (1999). pp. 191-220. 0362-1642

HoOLLEBEECK, Sylvie; RAAS, Thomas; PIRONT, Neilfet al] - Dimethyl sulfoxide (DMSO)
attenuates the inflammatory response in the in vitro intestinal Caco-2 cell
model. Toxicology letters. Vol. 206. n.° 3 (2011). pp. 268-275. 0378-4274

HoLLMAN, Peter CH; Cassipy, Aedin; COMTE, Blandinefet al] - The biological relevance
of direct antioxidant effects of polyphenols for cardiovascular health in
humans is not established. The journal of Nutrition. Vol. 141. n.° 5 (2011). pp.
989S-1009S. 0022-3166

152



HONG, Jungil; SMITH, Theresa J; Ho, Chi-Tang/et al.] - Effects of purified green and
black tea polyphenols on cyclooxygenase-and lipoxygenase-dependent
metabolism of arachidonic acid in human colon mucosa and colon tumor
tissues. Biochemical pharmacology. Vol. 62. n.° 9 (2001). pp. 1175-1183. 0006-
2952

HOSSEINZADEH, Hossein; NASSIRI-AsL, Marjan - Review of the protective effects of
rutin on the metabolic function as an important dietary flavonoid. Journal
of endocrinological investigation. Vol. 37. n.° 9 (2014). pp. 783-788. 1720-8386

Hsu, Chin-Lin; Wu, Chi-Hao; HUANG, Shih-Lifet al] - Phenolic compounds rutin and
o-coumaric acid ameliorate obesity induced by high-fat diet in rats.
Journal of agricultural and food chemistry. Vol. 57. n.° 2 (2009). pp. 425-431.
0021-8561

HussAIN, Md Sarfaraj; FAREED, Sheeba; ANSARI, Sabafet al] - Current approaches
toward production of secondary plant metabolites. Journal of Pharmacy
and Bioallied Sciences. Vol. 4. n.° 1 (2012). p. 10. 0975-7406

IQBAL, Romaina; ANAND, Sonia; OUNPUU, Stephaniefet al] - Dietary Patterns and the
Risk of Acute Myocardial Infarction in 52 Countries Results of the
INTERHEART Study. Circulation. Vol. 118. n.° 19 (2008). pp. 1929-1937. 0009-
7322

ISHIZAWA, Keisuke; YOSHIzUMI, Masanori; KAwAl, Yoshichika/et al] - Pharmacology in
health food: metabolism of quercetin in vivo and its protective effect
against arteriosclerosis. Journal of pharmacological sciences. Vol. 115. n.° 4
(2011). pp. 466-470. 1347-8613

JAGANATH, Indu B; JAGANATH, Indu B; MULLEN, William/et al] - The relative contribution
of the small and large intestine to the absorption and metabolism of rutin
in man. Free radical research. Vol. 40. n.° 10 (2006). pp. 1035-1046. 1071-5762

JAKUBOWSKA, Joanna; MIKUtA-PIETRASIK, Justyna; KsIAZEK, Krzysztoffet al] - Cytotoxicity
studies of novel combretastatin and pterostilbene derivatives. BioMed
research international. Vol. 2014. (2014). 2314-6133

JEANDET, Philippe; DELAUNOIS, Bertrand; CONREUX, Alexandrafet al] - Biosynthesis,
metabolism, molecular engineering, and biological functions of stilbene
phytoalexins in plants. Biofactors. Vol. 36. n.° 5 (2010). pp. 331-341. 1872-
8081

JI, Hui; ZHANG, Xiangjian; Du, Yuanyuan/et al.] - Polydatin modulates inflammation
by decreasing NF-kB activation and oxidative stress by increasing Gli1,
Ptch1, SOD1 expression and ameliorates blood-brain barrier permeability
for its neuroprotective effect in pMCAO rat brain. Brain research bulletin.
Vol. 87.n.° 1 (2012). pp. 50-59. 0361-9230

JIANG, Qi; YI, Min; Guo, Qiangianfet al] - Protective effects of polydatin on
lipopolysaccharide-induced acute lung injury through TLR4-MyD88-NF-
kB pathway. International immunopharmacology. Vol. 29. n.° 2 (2015). pp.
370-376. 1567-5769

Jino, Hao-yan; Su, Wei-wei; LI, Pei-bofet al.] - Therapeutic effects of naringin in a
guinea pig model of ovalbumin-induced cough-variant asthma. Pulmonary
pharmacology & therapeutics. Vol. 33. (2015). pp. 59-65. 1094-5539

153



JOSEPH, Shama V; EDIRISINGHE, Indika; BURTON-FREEMAN, Britt M - Fruit polyphenols: a
review of anti-inflammatory effects in humans. Critical reviews in food
science and nutrition. n.° just-accepted (2015). pp. 00-00. 1040-8398

JUTRAS, Isabelle; DESJIARDINS, Michel - Phagocytosis: at the crossroads of innate and
adaptive immunity. Annu. Rev. Cell Dev. Biol Vol. 21. (2005). pp. 511-527.
1081-0706

KABERA, Justin N; SEMANA, Edmond; Mussa, Ally Rfet al] - Plant secondary
metabolites: biosynthesis, classification, function and pharmacological
properties. Journal of Pharmacy and Pharmacology. Vol. 2. (2014). pp. 377-
392.

KAMADA, Chiemi; DA SIiLvVA, Edson L; OHNISHI-KAMEYAMA, Mayumi/et al] - Attenuation of
lipid peroxidation and hyperlipidemia by quercetin glucoside in the aorta
of high cholesterol-fed rabbit. Free radical research. Vol. 39. n.° 2 (2005). pp.
185-194. 1071-5762

KAMMALLA, Ananth Kumar; RAMASAMY, Mohan Kumar; CHINTALA, Jyothifet al] -
Comparative pharmacokinetic interactions of Quercetin and Rutin in rats
after oral administration of European patented formulation containing
Hipphophae rhamnoides and Co-administration of Quercetin and Rutin.
European journal of drug metabolism and pharmacokinetics. Vol. 40. n.° 3
(2015). pp. 277-284. 0378-7966

KANAZE, Fl; BOUNARTZI, MI; GEORGARAKIS, M[et al] - Pharmacokinetics of the citrus
flavanone aglycones hesperetin and naringenin after single oral
administration in human subjects. European journal of clinical nutrition. Vol.
61.n.° 4 (2007). pp. 472-477. 0954-3007

KANNO, Syu-ichi; SHouJi, Ai; HIRATA, Rikifet al] - Effects of naringin on cytosine
arabinoside (Ara-C)-induced cytotoxicity and apoptosis in P388 cells. Life
sciences. Vol. 75. n.° 3 (2004). pp. 353-365. 0024-3205

KANNO, Syu-ichi; SHouJi, Ai; TOMizAwA, Ayako/et al] - Inhibitory effect of naringin on
lipopolysaccharide (LPS)-induced endotoxin shock in mice and nitric
oxide production in RAW 264.7 macrophages. Life sciences. Vol. 78. n.° 7
(2006). pp. 673-681. 0024-3205

KAPOOR, Manali; GUPTA, Munishwar Nath - Lipase promiscuity and its biochemical
applications. Process Biochemistry. Vol. 47. n.° 4 (2012). pp. 555-569. 1359-
5113

KasloTis, Konstantinos M; PRATSINIS, Harris; KLETSAS, Dimitrisfet al] - Resveratrol and
related stilbenes: their anti-aging and anti-angiogenic properties. Food
and chemical toxicology. Vol. 61. (2013). pp. 112-120. 0278-6915

KATORI, M; MAJIMA, M - Cyclooxygenase-2: its rich diversity of roles and possible
application of its selective inhibitors. /Inflammation Research. Vol. 49. n.° 8
(2000). pp. 367-392. 1023-3830

KATSOURA, MH; POLYDERA, AC; TSIRONIS, L/et al.] - Use of ionic liquids as media for the
biocatalytic preparation of flavonoid derivatives with antioxidant
potency. Journal of biotechnology. Vol. 123. n.° 4 (2006). pp. 491-503. 0168-
1656

154



KAUR, Sandeep; MUTHURAMAN, Arunachalam - Therapeutic evaluation of rutin in
two-kidney one-clip model of renovascular hypertension in rat. Life
sciences. Vol. 150. (2016). pp. 89-94. 0024-3205

KAuss, Tina; MOYNET, Daniel; RAMBERT, Jéromefet al] - Rutoside decreases human
macrophage-derived inflammatory mediators and improves clinical signs
in adjuvant-induced arthritis. Arthritis Research and Therapy. Vol. 10. n.° 1
(2008). p. R19. 1478-6354

KAwAI, Taro; AKIRA, Shizuo - The role of pattern-recognition receptors in innate
immunity: update on Toll-like receptors. Nature immunology. Vol. 11. n.° 5
(2010). pp. 373-384. 1529-2908

KawaAl, Yoshichika; NisHIKAWA, Tomomi; SHIBA, Yuko/et al.] - Macrophage as a target
of quercetin glucuronides in human atherosclerotic arteries implication in
the anti-atherosclerotic mechanism of dietary flavonoids. Journal of
Biological Chemistry. Vol. 283. n.° 14 (2008). pp. 9424-9434. 0021-9258

KEMPERMAN, Rober A; BoLCA, Selin; ROGER, Laure Cflet al] - Novel approaches for
analysing gut microbes and dietary polyphenols: challenges and
opportunities. Microbiology. Vol. 156. n.° 11 (2010). pp. 3224-3231. 1465-2080

KiM, Han Hyuk; KiM, Dong Hee; KiM, Manh Heun/et al] - Flavonoid constituents in
the leaves of Myrica rubra sieb. et zucc. with anti-inflammatory activity.
Archives of pharmacal research. Vol. 36. n.° 12 (2013). pp. 1533-1540. 0253-
6269

Kim, Hee Kee; CHEON, Bong Sun; KiMm, Young Halet al] - Effects of naturally occurring
flavonoids on nitric oxide production in the macrophage cell line RAW
264.7 and their structure-activity relationships. Biochemical pharmacology.
Vol. 58. n.° 5 (1999). pp. 759-765. 0006-2952

KiM, Sung Kyu; KiM, Hyun Jung; CHoI, Sun Eun/et al] - Anti-oxidative and inhibitory
activities on nitric oxide (NO) and prostaglandin E2 (COX-2) production
of flavonoids from seeds of Prunus tomentosa Thunberg. Archives of
pharmacal research. Vol. 31. n.° 4 (2008). pp. 424-428. 0253-6269

KLIEBENSTEIN, Daniel J - Making new molecules—evolution of structures for novel
metabolites in plants. Current opinion in plant biology. Vol. 16. n.° 1 (2013).
pp. 112-117. 1369-5266

KobAN, Atsushi; KurRoDA, Hiroyuki; SAkAl, Fukumi - A stilbene synthase from
Japanese red pine (Pinus densiflora): implications for phytoalexin
accumulation and down-regulation of flavonoid biosynthesis. Proceedings
of the National Academy of Sciences. Vol. 99. n.° 5 (2002). pp. 3335-3339. 0027-
8424

KOEHN, Frank E; CARTER, Guy T - The evolving role of natural products in drug
discovery. Nature reviews Drug discovery. Vol. 4. n.° 3 (2005). pp. 206-220.
1474-1776

KOELLER, Kathryn M; WONG, Chi-Huey - Enzymes for chemical synthesis. Nature. Vol.
409. n.° 6817 (2001). pp. 232-240. 0028-0836

Kotas, Maya E; MEeDzHITOV, Ruslan - Homeostasis, inflammation, and disease
susceptibility. Cell. Vol. 160. n.° 5 (2015). pp. 816-827. 0092-8674

155



KRENSKY, Alan M.; STROM, Terry B.; BLUESTONE, Jeffrey A. - Goodman & Gilman, As
bases farmacologicas da terapéutica. Rio de Janeiro: McGraw-Hill, 2005.

KRISHNA, Sajja Hari - Developments and trends in enzyme catalysis in
nonconventional media. Biotechnology advances. Vol. 20. n.° 3 (2002). pp.
239-267.0734-9750

KROESEN, S; WIDMER, AF; TYNDALL, Alet al] - Serious bacterial infections in patients
with rheumatoid arthritis under anti-TNF-a therapy. Rheumatology. Vol. 42.
n.° 5 (2003). pp. 617-621. 1462-0324

KUMAGAI, Yutaro; AKIRA, Shizuo - Identification and functions of pattern-
recognition receptors. Journal of Allergy and Clinical Immunology. Vol. 125.
n.° 5 (2010). pp. 985-992. 0091-6749

KUMAR, Ashok; DHAR, Kartik; KANWAR, Shamsher Singhf/et al] - Lipase catalysis in
organic solvents: advantages and applications. Biological procedures online.
Vol. 18. n.° 1 (2016). p. 1. 1480-9222

KUMAR, Himanshu; KAwAI, Taro; AKIRA, Shizuo - Pathogen recognition by the innate
immune system. International reviews of inmunology. Vol. 30. n.° 1 (2011). pp.
16-34. 0883-0185

Kuo, Shu-Jung; PARKIN, Kirk L - Substrate preferences for lipase-mediated acyl-
exchange reactions with butteroil are concentration-dependent. Journal of
the American Oil Chemists’ Society. Vol. 70. n.° 4 (1993). pp. 393-399. 0003-
021X

KYUNG, Tae-Wook; LEg, Ji-Eun; SHIN, Hyun-Heefet al] - Rutin inhibits osteoclast
formation by decreasing reactive oxygen species and TNF-a by inhibiting
activation of NF-kB. Experimental & molecular medicine. Vol. 40. n.° 1 (2008).
pp. 52-58. 1226-3613

LAMANO-CARVALHO, Teresa Lucia - Efeito dos anti-inflamatérios nao-esteroidais
convencionais e seletivos para cox-2 sobre o reparo 6sseo. Acta ortop. bras.
Vol. 15. n.° 3 (2007). pp. 166-168. 1413-7852

LANZILLI, Giulia; COTTARELL, Andrea; NICOTERA, Giuseppefet al] - Anti-inflammatory
effect of resveratrol and polydatin by in vitro IL-17 modulation.
Inflammation. Vol. 35. n.° 1 (2012). pp. 240-248. 0360-3997

LEe, Seung-Jae; LEE, Seung Yuan; HA, Hyun Joofet al] - Rutin Attenuates
lipopolysaccharide-induced nitric oxide production in macrophage cells.
Journal of Food and Nutrition Research. Vol. 3. n.° 3 (2015). pp. 202-205. 2333-
1119

LEe, Wonhwa; Ku, Sae-Kwang; BAE, Jong-Sup - Barrier protective effects of rutin in
LPS-induced inflammation in vitro and in vivo. Food and chemical
toxicology. Vol. 50. n.° 9 (2012). pp. 3048-3055. 0278-6915

LI, Pengyun; WANG, Xingmin; ZHAO, Ming/et al] - Polydatin protects hepatocytes
against mitochondrial injury in acute severe hemorrhagic shock via
SIRT1-SOD2 pathway. Expert opinion on therapeutic targets. Vol. 19. n° 7
(2015). pp. 997-1010. 1744-7631

LI, Shu-Qi; DoNG, Shu; Su, Zhi-Heng/et al] - Comparative pharmacokinetics of
naringin in rat after oral administration of Chaihu-Shu-Gan-San aqueous
extract and naringin alone. Metabolites. Vol. 3. n.° 4 (2013a). pp. 867-880.

156



LI, Xiao-hui; GONG, Xia; ZHANG, Lifet al] - Protective effects of polydatin on septic
lung injury in mice via upregulation of HO-1. Mediators of inflammation.
Vol. 2013. (2013b). 0962-9351

L, Zhi; VAN BEILEN, Jan B; DUETz, Wouter Alet al] - Oxidative biotransformations
using oxygenases. Current opinion in chemical biology. Vol. 6. n.° 2 (2002). pp.
136-144. 1367-5931

LIBERAL, Joana; FRANCISCO, Vera; COSTA, Gustavo/et al] - Bioactivity of Fragaria vesca
leaves through inflammation, proteasome and autophagy modulation.
Journal of ethnopharmacology. Vol. 158. (2014). pp. 113-122. 0378-8741

LIN, Shu Fu; LIN, Yu-Hsiang; LIN, Mengju/et al] - Synthesis and structure-activity
relationship of 3-O-acylated (-)-epigallocatechins as 5a-reductase
inhibitors. European journal of medicinal chemistry. Vol. 45. n.° 12 (2010). pp.
6068-6076. 0223-5234

LIN, Tzu-hua; TAMAKI, Yasunobu; PAJARINEN, Jukka/et al] - Chronic inflammation in
biomaterial-induced periprosthetic osteolysis: NF-kB as a therapeutic
target. Acta biomaterialia. Vol. 10. n.° 1 (2014). pp. 1-10. 1742-7061

Lippi, Giuseppe; FRANCHINI, Massimo; FAVALORO, Emmanuel J[et al] - Moderate red
wine consumption and cardiovascular disease risk: beyond the “French
paradox”. Semin Thromb Hemost. Vol. 36. n.° 1 (2010). pp. 59-70.

Liu, Hong-Bao; MENG, Qiu-Hong; HUANG, Chen[et al.] - Nephroprotective Effects of
Polydatin against Ischemia/Reperfusion Injury: A Role for the PI3K/Akt
Signal Pathway. Oxidative medicine and cellular longevity. Vol. 2015. (2015).
1942-0900

Liu, Long-tao; Guo, Gang; Wu, Min/et al.] - The progress of the research on cardio-
vascular effects and acting mechanism of polydatin. Chinese journal of
(ntegrative medicine. Vol. 18. (2012). pp. 714-719. 1672-0415

Liu, Simin; MANSON, JoAnn E; LEg, I-Min/et al] - Fruit and vegetable intake and risk
of cardiovascular disease: the Women's Health Study. The American journal
of clinical nutrition. Vol. 72. n.° 4 (2000). pp. 922-928. 0002-9165

LONG, Kamariah; GHAzALI, Hasanah M; ARrIFF, Arbakariya/et al.] - Substrate preference
of mycelium-bound lipase from a strain of Aspergillus flavus Link.
Biotechnology letters. Vol. 20. n.° 4 (1998). pp. 369-372. 0141-5492

LUE, Bena-Marie; NIELSEN, Nina Skall; JAcoBSeN, Charlottefet al] - Antioxidant
properties of modified rutin esters by DPPH, reducing power, iron
chelation and human low density lipoprotein assays. Food Chemistry. Vol.
123. n.° 2 (2010). pp. 221-230. 0308-8146

Luo, Yu-Long; ZHANG, Chen-Chen; Li, Pei-Bofet al] - Naringin attenuates enhanced
cough, airway hyperresponsiveness and airway inflammation in a guinea
pig model of chronic bronchitis induced by cigarette smoke. International
immunopharmacology. Vol. 13. n.° 3 (2012). pp. 301-307. 1567-5769

Lyu, Su-Yun; PARK, Won-Bong - Production of cytokine and NO by RAW 264.7
macrophages and PBMC in vitro incubation with flavonoids. Archives of
pharmacal research. Vol. 28. n.° 5 (2005). pp. 573-581. 0253-6269

157



MAKAROV, Sergei S - NF-kB as a therapeutic target in chronic inflammation: recent
advances. Molecular medicine today. Vol. 6. n.° 11 (2000). pp. 441-448. 1357-
4310

MANACH, Claudine; SCALBERT, Augustin; MORAND, Christinefet al.] - Polyphenols: food
sources and bioavailability. The American journal of clinical nutrition. Vol. 79.
n.° 5 (2004). pp. 727-747. 0002-9165

MANACH, Claudine; WILLIAMSON, Gary; MORAND, Christinefet al.] - Bioavailability and
bioefficacy of polyphenols in humans. I. Review of 97 bioavailability
studies. The American journal of clinical nutrition. Vol. 81. n.° 1 (2005). pp.
230S-242S. 0002-9165

MANNA, K; Das, U; Das, Dfet al] - Naringin inhibits gamma radiation-induced
oxidative DNA damage and inflammation, by modulating p53 and NF-«kB
signaling pathways in murine splenocytes. Free radical research. Vol. 49. n.°
4 (2015). pp. 422-439. 1071-5762

MARTINELLE, Mats; HoLMQuIsT, Mats; HuLT, Karl - On the interfacial activation of
Candida antarctica lipase A and B as compared with Humicola lanuginosa
lipase. Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-Lipids and Lipid Metabolism. Vol.
1258. n.° 3 (1995). pp. 272-276. 0005-2760

MATHEUS, Maria Eline; DE OLIVEIRA FERNANDES, Sidnei Bessa; SILVEIRA, Cristiane Silva/et al ]
- Inhibitory effects of Euterpe oleracea Mart. on nitric oxide production
and iNOS expression. Journal of ethnopharmacology. Vol. 107. n.° 2 (2006).
pp. 291-296. 0378-8741

MATHEUS, ME; MANTOVANI, ISB; SANTOS, GB/fet al.] - Acao de extratos do acai (Euterpe
oleracea Mart.) sobre a producao de 6xido nitrico em células RAW 264.7.
Revista Brasileira de Farmacognosia. Vol. 13. (2003). pp. 3-5. 0102-695X

MAULUDIN, Rachmat; MULLER, Rainer H; Keck, Cornelia M - Development of an oral
rutin nanocrystal formulation. International journal of pharmaceutics. Vol.
370. n.° 1 (2009a). pp. 202-209. 0378-5173

MAULUDIN, Rachmat; MULLER, Rainer H; Keck, Cornelia M - Kinetic solubility and
dissolution velocity of rutin nanocrystals. european journal of
pharmaceutical sciences. Vol. 36. n.° 4 (2009b). pp. 502-510. 0928-0987

McCDONALD, Andrew G; BOYCE, Sinead; TipTON, Keith F - Enzyme classification and
nomenclature. eLS. (2000). 047001590X

MEDzHITOV, Ruslan - Origin and physiological roles of inflammation. Nature. Vol.
454.n.° 7203 (2008). pp. 428-435. 0028-0836

MEeDzHITOV, Ruslan - Inflammation 2010: new adventures of an old flame. Cell. Vol.
140. n.° 6 (2010). pp. 771-776. 0092-8674

MEeDzHITOV, Ruslan; HORNG, Tiffany - Transcriptional control of the inflammatory
response. Nature Reviews Immunology. Vol. 9. n.° 10 (2009). pp. 692-703.

1474-1733

MEeDzHITOV, Ruslan; JANEwAY, Charles A - Innate immunity: the virtues of a
nonclonal system of recognition. cell. Vol. 91. n.° 3 (1997). pp. 295-298.
0092-8674

MELLOU, F; LAzARl, D; SKALTSA, Hfet al] - Biocatalytic preparation of acylated
derivatives of flavonoid glycosides enhances their antioxidant and

158



antimicrobial activity. Journal of Biotechnology. Vol. 116. n.° 3 (2005). pp.
295-304. 0168-1656

MELNIKOVA, Irena - Future of COX2 inhibitors. Nature Reviews Drug Discovery. Vol. 4.
n.° 6 (2005). pp. 453-454. 1474-1776

MENDES-JUNIOR, Lebnidas das Gracas; MONTEIRO, Matheus Morais de Oliveira;
CARVALHO, Alynne dos Santosfet al] - Oral supplementation with the rutin
improves cardiovagal baroreflex sensitivity and vascular reactivity in
hypertensive rats. Applied Physiology, Nutrition, and Metabolism. Vol. 38. n.°
11 (2013). pp. 1099-1106. 1715-5312

MONTANARI, Carlos Alberto; BoLzaNI, Vanderlan da S - Planejamento racional de
farmacos baseado em produtos naturais. Quim Nova. Vol. 24. (2001). pp.
105-111.

MOORE, Ben D; ANDREW, Rose L; KULHEIM, Carstenfet al.] - Explaining intraspecific
diversity in plant secondary metabolites in an ecological context. New
Phytologist. Vol. 201. n.° 3 (2014). pp. 733-750. 1469-8137

MUIR, Shelagh R; COLLINS, Geoff J; ROBINSON, Susan/et al.] - Overexpression of petunia
chalcone isomerase in tomato results in fruit containing increased levels
of flavonols. Nature biotechnology. Vol. 19. n.° 5 (2001). pp. 470-474. 1087-
0156

MURsU, Jaakko; VOUTILAINEN, Sari; NURMI, Tarja/et al.] - Flavonoid intake and the risk
of ischaemic stroke and CVD mortality in middle-aged Finnish men: the
Kuopio Ischaemic Heart Disease Risk Factor Study. British journal of
nutrition. Vol. 100. n.° 04 (2008). pp. 890-895. 1475-2662

NAFEES, Sana; RASHID, Summya; AL, Nematfet al] - Rutin ameliorates
cyclophosphamide induced oxidative stress and inflammation in Wistar
rats: role of NFkB/MAPK pathway. Chemico-biological interactions. Vol. 231.
(2015). pp. 98-107. 0009-2797

NAM, Nguyen-Hai - Naturally occurring NF-kB inhibitors. Mini reviews in medicinal
chemistry. Vol. 6. n.° 8 (2006). pp. 945-951. 1389-5575

NATHAN, Carl - Points of control in inflammation. Nature. Vol. 420. n.° 6917 (2002).
pp. 846-852. 0028-0836

NGUYEN, MA; STAUBACH, P; TAMA, I[et al] - High-dose short-term administration of
naringin did not alter talinolol pharmacokinetics in humans. European
Journal of Pharmaceutical Sciences. Vol. 68. (2015). pp. 36-42. 0928-0987

NORRIS, Paul C; REICHART, Donna; DumLAO, Darren Sfet al.] - Specificity of eicosanoid
production depends on the TLR-4-stimulated macrophage phenotype.
Journal of leukocyte biology. Vol. 90. n.° 3 (2011). pp. 563-574. 0741-5400

O'HAGAN, David; ZADI, Naveed A - The resolution of tertiary a-acetylene-acetate
esters by the lipase from Candida cylindracea. Tetrahedron: Asymmetry. Vol.
5.n.°26(1994). pp. 1111-1118. 0957-4166

OLIVEIRA, Luciana Gonzaga de; MANTOVANI, Simone Moraes - Transformagoes
bioldgicas: contribuicoes e perspectivas. Quimica Nova. (2009). 0100-4042

OLIVEIRA, VM; CARRARO, E; AULER, ME[et al.] - Quercetin and rutin as potential agents
antifungal against Cryptococcus spp. Brazilian Journal of Biology. n.° AHEAD
(2016). pp. 0-0. 1519-6984

159



OLTHOF, Margreet R; HOLLMAN, Peter CH; VREe, Tom Blet al] - Bioavailabilities of
quercetin-3-glucoside and quercetin-4'-glucoside do not differ in
humans. The Journal of nutrition. Vol. 130. n.° 5 (2000). pp. 1200-1203. 0022-
3166

OsTrROV, Barbara E - Immunotherapeutic biologic agents in autoimmune and
autoinflammatory diseases. /mmunological investigations. Vol. 44. n° 8
(2015). pp. 777-802. 0882-0139

PACHECO, Francisco; CARDOSO, Elsa - Imunidade Inata e Inflamacao. Em (AROSA, F,
CARDOSQO, E. & PACHECO, F.) Fundamentos de Imunologia. Lisboa, Portugal:
LIDEL, 2012. 978-972-757-856-6

PAGE, BRIGITTE; PAGE, MICHEL; NOEL, CHRISTIANE - A new fluorometric assay for
cytotoxicity measurements in-vitro. International journal of oncology. Vol. 3.
n.° 3 (1993). pp. 473-476. 1019-6439

PAssos, Carlos Luan Alves; FERREIRA, Christian; SOARES, Deivid Costajet al] -
Leishmanicidal Effect of Synthetic trans-Resveratrol Analogs. PloS one. Vol.
10.n.° 10 (2015). p. e0141778. 1932-6203

PENG, Wei; QIN, Rongxin; LI, Xiaolifet al] - Botany, phytochemistry, pharmacology,
and potential application of Polygonum cuspidatum Sieb. et Zucc.: a
review. Journal of ethnopharmacology. Vol. 148. n.° 3 (2013). pp. 729-745.
0378-8741

PERK, Aliye Aras; SHATYNSKA-MYTSYK, Iryna; GERCEK, Yusuf Can/et al] - Rutin mediated
targeting of signaling machinery in cancer cells. Cancer cell international.
Vol. 14.n.° 1 (2014). p. 1. 1475-2867

PERRETTI, Mauro - The resolution of inflammation: New mechanisms in patho-
physiology open opportunities for pharmacology. In: Seminars in
immunology, 2015,

PICHERSKY, Eran; GANG, David R - Genetics and biochemistry of secondary
metabolites in plants: an evolutionary perspective. Trends in plant science.
Vol. 5. n.° 10 (2000). pp. 439-445. 1360-1385

POETKER, David M; ReH, Douglas D - A comprehensive review of the adverse effects
of systemic corticosteroids. Otolaryngologic Clinics of North America. Vol. 43.
n.° 4 (2010). pp. 753-768. 0030-6665

PoLLARD, David J; WOODLEY, John M - Biocatalysis for pharmaceutical intermediates:
the future is now. TRENDS in Biotechnology. Vol. 25. n.° 2 (2007). pp. 66-73.
0167-7799

PRADO, Alexandre GS - Quimica verde, os desafios da quimica do novo milénio.
Quimica Nova. Vol. 26. n.° 5 (2003). pp. 738-744. 0100-4042

PROCHAZKOVA, D; BOUSOVA, I; WILHELMOVA, N - Antioxidant and prooxidant properties
of flavonoids. Fitoterapia. Vol. 82. n.° 4 (2011). pp. 513-523. 0367-326X

PROENCA DA CUNHA, AORR; RoQUE, OR - Obtencao de moléculas com actividade
farmacolégica a partir de material vegetal e sua transformacao em
medicamento. Farmacognosia e Fitoquimica. Lisboa: CALOUSTE GULBENKIAN.
Vol. 1. (2009). p. 670.

PUBCHEM - PubChem. https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov: 2016.

160



QUIDEAU, Stéphane; Derrieux, Denis; DOUAT-CAsAssus, Celinefet al] - Plant
polyphenols: chemical properties, biological activities, and synthesis.
Angewandte Chemie International Edition. Vol. 50. n.° 3 (2011). pp. 586-621.
1521-3773

RADKAR, Vijayalaxmi; LAU-CAM, Cesar; HARDEJ, Dianefet al] - The role of surface
receptor stimulation on the cytotoxicity of resveratrol to macrophages.
Food and chemical toxicology. Vol. 46. n.° 12 (2008). pp. 3664-3670. 0278-6915

RATES, Stela Maria Kuze - Plants as source of drugs. Toxicon. Vol. 39. n.° 5 (2001). pp.
603-613. 0041-0101

RAVAGNAN, Giampietro; DE FiLIPPIS, Anna; CARTENI, Mariafet al] - Polydatin, a natural
precursor of resveratrol, induces B-defensin production and reduces
inflammatory response. /nflammation. Vol. 36. n.° 1 (2013). pp. 26-34. 0360-
3997

REBELLO, Sam; ZHAO, Sally; HARIRY, Sam[et al] - Intestinal OATP1A2 inhibition as a
potential mechanism for the effect of grapefruit juice on aliskiren
pharmacokinetics in healthy subjects. European journal of clinical
pharmacology. Vol. 68. n.° 5 (2012). pp. 697-708. 0031-6970

Reetz, Manfred T - Biocatalysis in organic chemistry and biotechnology: past,
present, and future. Journal of the American Chemical Society. Vol. 135. n.° 34
(2013). pp. 12480-12496. 0002-7863

REGEV-SHOSHANI, Gilly; SHosevov, Oded; Bilkis, Itzhak/et al] - Glycosylation of
resveratrol protects it from enzymic oxidation. Biochemical Journal. Vol.
374.n.° 1 (2003). pp. 157-163. 0264-6021

REINISALO, Mika; KARLUND, Anna; KOsKELA, Alifet al.] - Polyphenol Stilbenes: Molecular
Mechanisms of Defence against Oxidative Stress and Aging-Related
Diseases. Oxidative medicine and cellular longevity. (2015). 1942-0900

Reis, Pedro; HOLMBERG, Krister; WATzKE, Heribert/et al] - Lipases at interfaces: a
review. Advances in colloid and interface science. Vol. 147. (2009). pp. 237-250.
0001-8686

REN, Xiaolin; SHi, Yuling; ZHAO, Difet al] - Naringin protects ultraviolet B-induced
skin damage by regulating p38 MAPK signal pathway. Journal of
Dermatological Science. (2015). 0923-1811

RENAUD, S de; DE LORGERIL, Michel - Wine, alcohol, platelets, and the French paradox
for coronary heart disease. The Lancet. Vol. 339. n.° 8808 (1992). pp. 1523-
1526. 0140-6736

RIBEIRO, Bernardo Dias; CASTRO, Aline Machado de; COELHO, Maria Alice Zarurfet al] -
Production and use of lipases in bioenergy: a review from the feedstocks
to biodiesel production. Enzyme research. Vol. 2011. (2011).

RIBEIRO, Daniela; FREITAS, Marisa; LIMA, José LFC[et al] - Proinflammatory Pathways:
The Modulation by Flavonoids. Medicinal research reviews. Vol. 35. n.° 5
(2015). pp. 877-936. 1098-1128

Rice-EvaNs, Catherine - Flavonoid antioxidants. Current medicinal chemistry. Vol. 8.
n.° 7 (2001). pp. 797-807. 0929-8673

161



RIVIERE, Céline; PawLus, Alison D; MERILLON, Jean-Michel - Natural stilbenoids:
distribution in the plant kingdom and chemotaxonomic interest in
Vitaceae. Natural product reports. Vol. 29. n.° 11 (2012). pp. 1317-1333.

ROBERTI, Marinella; PizzirRaNi, Daniela; SiMONI, Daniele/et al.] - Synthesis and biological
evaluation of resveratrol and analogues as apoptosis-inducing agents.
Journal of medicinal chemistry. Vol. 46. n.° 16 (2003). pp. 3546-3554. 0022-
2623

Rock, Kenneth L; LATZ, Eicke; ONTIVEROS, Fernando/et al] - The sterile inflammatory
response. Annual review of immunology. Vol. 28. (2010). p. 321.

Roupe, Kathryn A; REMSBERG, Connie M; YANEZ, Jaime Alet al] - Pharmacometrics of
stilbenes: seguing towards the clinic. Current clinical pharmacology. Vol. 1.
n.° 1 (2006). pp. 81-101. 1574-8847

Ryu, Geonseek; Ju, Jeung Hoon; PARK, Yong Ju/et al.] - The radical scavenging effects
of stilbene glucosides fromPolygonum multiflorum. Archives of pharmacal
research. Vol. 25. n.° 5 (2002). pp. 636-639. 0253-6269

SAHU, Bidya Dhar; TATIREDDY, Srujana; KONERU, Meghanalet al] - Naringin ameliorates
gentamicin-induced nephrotoxicity and associated mitochondrial
dysfunction, apoptosis and inflammation in rats: possible mechanism of
nephroprotection. Toxicology and applied pharmacology. Vol. 277. n° 1
(2014). pp. 8-20. 0041-008X

SALEM, Jamila Hadj; CHEVALOT, Isabelle; HARSCOAT-ScHIAVO, Christellefet al] - Biological
activities of flavonoids from Nitraria retusa (Forssk.) Asch. and their
acylated derivatives. Food Chemistry. Vol. 124. n.° 2 (2011). pp. 486-494.
0308-8146

SALIHU, Aliyu; ALAM, Md Zahangir - Solvent tolerant lipases: a review. Process
Biochemistry. Vol. 50. n.° 1 (2015). pp. 86-96. 1359-5113

SALUM, Livia de Barros - Estudos in silico no planejamento de candidatos a novos
farmacos na terapia do cancer de mama e de reposicao hormonal. Séo
Carlos: Universidade de Sdo Paulo, Instituto de Fisica de Sdo Carlos, Area de
concentracao: Fisica Biomolecular, 2007. Mestrado

SANTOS, Everton OL; KaBeyA, Luciana M; FIGUEIREDO-RINHEL, Andrea SG[et al] -
Flavonols modulate the effector functions of healthy individuals' immune
complex-stimulated neutrophils: A therapeutic perspective for
rheumatoid arthritis. /nternational immunopharmacology. Vol. 21. n° 1
(2014). pp. 102-111. 1567-5769

SCHIMMER, BP; PARKER, KL - Hormonio adrenocorticotrofico; esteroides
adrenocorticais e seus analogos sintéticos; inibidores da sintese e das
acoes dos hormonios adrenocorticais. Goodman & Gilman’s: as bases
farmacologicas da terapéutica. 9a ed. Rio de Janeiro: McGraw-Hill. (2006). pp.
1082-1102.

SCcHMID, Rolf D; VERGER, Robert - Lipases: interfacial enzymes with attractive
applications. Angewandte Chemie International Edition. Vol. 37. n.° 12 (1998).
pp. 1608-1633. 1521-3773

162



SCHWARTZ, Joel L; BAKER, Vikki; LARIOS, Ericfet al.] - Molecular and cellular effects of
green tea on oral cells of smokers: a pilot study. Molecular nutrition & food
research. Vol. 49. n.° 1 (2005). pp. 43-51. 1613-4133

SEIGLER, David S - Primary roles for secondary compounds. Biochemical Systematics
and Ecology. Vol. 5. n.° 3 (1977). pp. 195-199. 0305-1978

SEMEDO, Edmilson Antdnio Borges - Semi-sintese de novos derivados flavonédides
bioactivos. Coimbra: Universidade de Coimbra, Faculdade de Farmacia 2015.
128. Mestrado

SENDER, Vicky; STAMME, Cordula - Lung cell-specific modulation of LPS-induced
TLR4 receptor and adaptor localization. Communicative & integrative
biology. Vol. 7. n.° 4 (2014). p. €29053. 1942-0889

SHARMA, Shrestha; AL, Asgar; Au, Javed[et al] - Rutin: therapeutic potential and
recent advances in drug delivery. Expert opinion on investigational drugs. Vol.
22.n.° 8 (2013). pp. 1063-1079. 1354-3784

SHEN, Shing-Chuan; Leg, Woan-Ruoh; LIN, Hui-Yifet al] - In vitro and in vivo
inhibitory  activities of rutin, wogonin, and quercetin on
lipopolysaccharide-induced nitric oxide and prostaglandin E 2 production.
European journal of pharmacology. Vol. 446. n.° 1 (2002). pp. 187-194. 0014-
2999

SHEN, Tao; WANG, Xiao-Ning; Lou, Hong-Xiang - Natural stilbenes: an overview.
Natural product reports. Vol. 26. n.° 7 (2009). pp. 916-935.

SHIvU, Shu; ZHIvy, Ling; MAO, Ye[et al.] - Polydatin up-regulates Clara cell secretory
protein to suppress phospholipase A2 of lung induced by LPS in vivo and
in vitro. BMC cell biology. Vol. 12. n.° 1 (2011). p. 1. 1471-2121

SIEMANN, EH; CREASY, LL - Concentration of the phytoalexin resveratrol in wine.
American Journal of Enology and Viticulture. Vol. 43. n.° 1 (1992). pp. 49-52.
0002-9254

SINGH, Devendra; SM RAWAT, M; SEMALTY, Ajay/et al.] - Rutin-phospholipid complex:
an innovative technique in novel drug delivery system-NDDS. Current drug
delivery.Vol. 9. n.° 3 (2012). pp. 305-314. 1567-2018

SIREROL, J Antoni; RODRIGUEZ, Maria L; MEeNA, Salvadorfet al] - Role of Natural
Stilbenes in the Prevention of Cancer. Oxidative Medicine and Cellular
Longevity. Vol. 2016. (2015). 1942-0900

SOARES, Deivid C; PORTELLA, Nathalya A; RAMOS, Ménica Freiman de Sfet al] - Trans-B-
Caryophyllene: An Effective antileishmanial compound found in
commercial copaiba oil (Copaifera spp.). Evidence-based complementary and
alternative medicine. Vol. 2013. (2013). 1741-427X

SOARES, Deivid Costa; CALEGARI-SILVA, Teresa C; Lopes, Ulisses Gfet al] -
Dolabelladienetriol, a compound from Dictyota pfaffii algae, inhibits the
infection by Leishmania amazonensis. PLoS Negl Trop Dis. Vol. 6. n.° 9
(2012). p. e1787. 1935-2735

SOROKIN, Andrey - Glomerulonephritis and Cellular Regulation of Prostaglandin
Synthesis. INTECH Open Access Publisher, 2011. 9533073888

STAUCH, Benjamin; FISHER, Stuart J; CIANCI, Michele - Open and closed states of
Candida antarctica lipase B: protonation and the mechanism of interfacial

163



activation. Journal of lipid research. Vol. 56. n.° 12 (2015). pp. 2348-2358.
0022-2275

STEPANKOVA, Veronika; BIDMANOVA, Sarka; KOUDELAKOVA, Tanafet al] - Strategies for
stabilization of enzymes in organic solvents. Acs Catalysis. Vol. 3. n.° 12
(2013). pp. 2823-2836. 2155-5435

STERGIOU, Panagiota-Yiolanda; Foukis, Athanasios; FiLippou, Michalisfet al] - Advances
in lipase-catalyzed esterification reactions. Biotechnology advances. Vol. 31.
n.° 8 (2013). pp. 1846-1859. 0734-9750

STUART, Lynda M; Ezexowitz, R Alan - Phagocytosis and comparative innate
immunity: learning on the fly. Nature Reviews Immunology. Vol. 8. n.° 2
(2008). pp. 131-141. 1474-1733

Su, Dan; CHENG, Ying; Liu, Miao/et al.] - Comparision of piceid and resveratrol in
antioxidation and antiproliferation activities in vitro. PloS one. Vol. 8. n.° 1
(2013). p. e54505. 1932-6203

SUDAN, Sudhanshu; RUPASINGHE, HP Vasantha - Antiproliferative activity of long
chain acylated esters of quercetin-3-O-glucoside in hepatocellular
carcinoma HepG2 cells. Experimental Biology and Medicine. (2015). p.
1535370215570828. 1535-3702

TAK, Paul P; FIReSTEIN, Gary S - NF-kB: a key role in inflammatory diseases. The
Journal of clinical investigation. Vol. 107. n.° 1 (2001). pp. 7-11. 0021-9738

TAKEUCHI, Osamu; AKIRA, Shizuo - Pattern recognition receptors and inflammation.
Cell. Vol. 140. n.° 6 (2010). pp. 805-820. 0092-8674

TAO, Junhua; Xu, Jian-He - Biocatalysis in development of green pharmaceutical
processes. Current opinion in chemical biology. Vol. 13. n.° 1 (2009). pp. 43-50.
1367-5931

TAvAL, Vandana; KALRA, Bhupinder Singh - Cytokines and anti-cytokines as
therapeutics—an update. European journal of pharmacology. Vol. 579. n.° 1
(2008). pp. 1-12. 0014-2999

TKALCEVIC, Josephine; NOVELLI, Marco; PHYLACTIDES, Marios[et al] - Impaired immunity
and enhanced resistance to endotoxin in the absence of neutrophil
elastase and cathepsin G. /Immunity. Vol. 12. n.° 2 (2000). pp. 201-210. 1074-
7613

ToLoMEO, Manlio; GRIMAUDO, Stefania; DI CRISTINA, Antonietta/et al] - Pterostilbene
and 3'-hydroxypterostilbene are effective apoptosis-inducing agents in
MDR and BCR-ABL-expressing leukemia cells. The international journal of
biochemistry & cell biology. Vol. 37. n.° 8 (2005). pp. 1709-1726. 1357-2725

TORRELO, Guzman; HANEFELD, Ulf; HOLLMANN, Frank - Biocatalysis. Catalysis Letters. Vol.
145.n.° 1 (2015). pp. 309-345. 1011-372X

TRACEY, Kevin J - The inflammatory reflex. Nature. Vol. 420. n.° 6917 (2002). pp. 853-
859. 0028-0836

TURINI, Marco E; DuBois, Raymond N - Cyclooxygenase-2: a therapeutic target.
Annual review of medicine. Vol. 53. n.° 1 (2002). pp. 35-57. 0066-4219

UMAR, Sadig; MisHRA, Navin Kumar; PAL, Kaushal/et al] - Protective effect of rutin in
attenuation of collagen-induced arthritis in Wistar rat by inhibiting

164



inflammation and oxidative stress. /ndian Journal of Rheumatology. Vol. 7.
n.° 4 (2012). pp. 191-198. 0973-3698

URLACHER, Vlada B; ScHMID, Rolf D - Recent advances in oxygenase-catalyzed
biotransformations. Current opinion in chemical biology. Vol. 10. n.° 2 (2006).
pp. 156-161. 1367-5931

VANE, John Robert - Inhibition of prostaglandin synthesis as a mechanism of
action for aspirin-like drugs. Nature. Vol. 231. n.° 25 (1971). pp. 232-235.
0028-0836

VAZQUEZ-TORRES, Andrés; FANG, Ferric C - Oxygen-dependent anti-Salmonella
activity of macrophages. Trends in microbiology. Vol. 9. n.° 1 (2001). pp. 29-
33.0966-842X

VERPOORTE, Robert - Metabolic engineering of plant secondary metabolism.
Springer Science & Business Media, 2000. 0792363604

VISKUPICOVA, J; ONDREJOVIC, M; STURDIK, E - The potential and practical applications
of acylated flavonoids. Die Pharmazie-An International Journal of
Pharmaceutical Sciences. Vol. 64. n.° 6 (2009). pp. 355-360. 0031-7144

VISKUPICOVA, Jana; DANIHELOVA, Martina; ONDREJOVIC, Miroslav/et al] - Lipophilic rutin
derivatives for antioxidant protection of oil-based foods. Food Chemistry.
Vol. 123. n.° 1 (2010). pp. 45-50. 0308-8146

WADSWORTH, Teri L; Koop, Dennis R - Effects of the wine polyphenolics quercetin
and resveratrol on pro-inflammatory cytokine expression in RAW 264.7
macrophages. Biochemical pharmacology. Vol. 57. n.° 8 (1999). pp. 941-949.
0006-2952

WAFFO-TEGUO, Pierre; HAWTHORNE, Michael E; CUENDET, Murielfet al] - Potential
cancer-chemopreventive activities of wine stilbenoids and flavans
extracted from grape (Vitis vinifera) cell cultures. Nutrition and cancer. Vol.
40. n.° 2 (2001). pp. 173-179. 0163-5581

WALLE, Thomas - Absorption and metabolism of flavonoids. Free Radical Biology
and Medicine. Vol. 36. n.° 7 (2004). pp. 829-837. 0891-5849

WANG, Hui-Lin; GAO, Jian-Ping; HAN, Yu-Liangfet al] - Comparative studies of
polydatin and resveratrol on mutual transformation and antioxidative
effect in vivo. Phytomedicine. Vol. 22. n.° 5 (2015). pp. 553-559. 0944-7113

WANG, Xingmin; SONG, Rui; CHEN, Yunyan/et al] - Polydatin-a new mitochondria
protector for acute severe hemorrhagic shock treatment. Expert opinion on
investigational drugs. Vol. 22. n.° 2 (2013). pp. 169-179. 1354-3784

WANG, Yu; XUE, Jian; SUN, XD[et al] - Study on decreasing effects of polydatin on
blood viscosity in the rat model of acute blood stasis. China Pharm. Vol. 15.
(2004). pp. 275-7.

WANI, A; AMLESH, S; SARWAT, S - Rutin attenuates cisplatin induced renal
inflammation and apoptosis by reducing NFjB, TNF-a and caspase-3
expression in wistar rats. Food Chem Toxicol. Vol. 49. (2011). pp. 2013-21.

WiLcox, Lisa J; BORRADAILE, Nica M; HUFF, Murray W - Antiatherogenic properties of
naringenin, a citrus flavonoid. Cardiovascular Drug Reviews. Vol. 17. n.° 2
(1999). pp. 160-178. 1527-3466

165



WiLLcox, Joye K; AsH, Sarah L; CATIGNANI, George L - Antioxidants and prevention of
chronic disease. Critical reviews in food science and nutrition. Vol. 44. n.° 4
(2004). pp. 275-295. 1040-8398

Wu, Min; Liu, Meixia; Guo, Gangfet al] - Polydatin Inhibits Formation of
Macrophage-Derived Foam Cells. Evidence-Based Complementary and
Alternative Medicine. Vol. 501. (2015a). p. 729017.

Wu, Yang; XUE, Lai; Du, Weimin[et al.] - Polydatin Restores Endothelium-Dependent
Relaxation in Rat Aorta Rings Impaired by High Glucose: A Novel Insight
into the PPARB-NO Signaling Pathway. PloS one. Vol. 10. n.° 5 (2015b). p.
e0126249. 1932-6203

XA0, Jianbo - Dietary flavonoid aglycones and their glycosides: which show
better biological significance? Critical reviews in food science and nutrition.
n.° just-accepted (2015). pp. 00-00. 1040-8398

XiAo, Jianbo; CHEN, Tingting; CAO, Hui - Flavonoid glycosylation and biological
benefits. Biotechnol Adv. Vol. 14.n.° 9 (2014a).

XiA0, Jianbo; MuzasHvil, Tamar S; GEORGIEV, Milen | - Advances in the
biotechnological glycosylation of valuable flavonoids. Biotechnology
advances. Vol. 32. n.° 6 (2014b). pp. 1145-1156. 0734-9750

XIg, Xi; PENG, Jing; HUANG, Kaipengfet al] - Polydatin ameliorates experimental
diabetes-induced fibronectin through inhibiting the activation of NF-kB
signaling pathway in rat glomerular mesangial cells. Molecular and cellular
endocrinology. Vol. 362. n.° 1 (2012). pp. 183-193. 0303-7207

YANG, Kui; WANG, Ya-Jane - Lipase-catalyzed cellulose acetylation in aqueous and
organic media. Biotechnology progress. Vol. 19. n.° 6 (2003). pp. 1664-1671.
1520-6033

YAO, Jun; WANG, Jian-Yao; LIy, Leifet al.] - Polydatin ameliorates DSS-induced colitis
in mice through inhibition of nuclear factor-kappaB activation. Planta
medica. Vol. 77.n.° 5 (2011). pp. 421-427. 0032-0943

YeH, Chung-Hsin; YANG, Jiann-Jou; YANG, Ming-Ling/et al] - Rutin decreases
lipopolysaccharide-induced acute lung injury via inhibition of oxidative
stress and the MAPK-NF-kB pathway. Free Radical Biology and Medicine.
Vol. 69. (2014). pp. 249-257. 0891-5849

ZAIA, Dimas AM; ZalA, CTBV; LICHTIG, Jaim - Determinacao de proteinas totais via
espectrofometria: vantagens e desvantagens dos métodos existentes.
Quimica nova. Vol. 21. n.° 6 (1998). pp. 787-793.

ZENG, Zhenhua; CHEN, Zhongqing; LI, Tao/et al.] - Polydatin: a new therapeutic agent
against multiorgan dysfunction. journal of surgical research. Vol. 198. n.° 1
(2015). pp. 192-199. 0022-4804

ZHANG, Jingze; GAO, Wenyuan; Hu, Xiaofet al] - The influence of compatibility of
traditional Chinese medicine on the pharmacokinetic of main
components in Fructus aurantii. Journal of ethnopharmacology. Vol. 144. n.°
2 (2012). pp. 277-283. 0378-8741

ZHAO, Yunpeng; LI, Zhong; WANG, Wenhanfet al] - Naringin Protects Against
Cartilage Destruction in Osteoarthritis Through Repression of NF-kB
Signaling Pathway. /Inflammation. (2015). pp. 1-8. 0360-3997

166



ZHENG, Li-Fang; WEI, Qing-Yi; CAl, Yu-Junfet al] - DNA damage induced by
resveratrol and its synthetic analogues in the presence of Cu (ll) ions:
mechanism and structure-activity relationship. Free Radical Biology and
Medicine. Vol. 41. n.° 12 (2006). pp. 1807-1816. 0891-5849

ZHoU, Maojin; CHEN, Xiaoyan; ZHONG, Dafang - Simultaneous determination of
trans-resveratrol-3-O-glucoside and its two metabolites in rat plasma
using liquid chromatography with ultraviolet detection. Journal of
Chromatography B. Vol. 854. n.° 1 (2007). pp. 219-223. 1570-0232

167



