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RESUMO

Considerando-se que dificilmente uma substancia organica resiste a agao catalitica
dos diversos sistemas enzimaticos presentes em organismos vivos, alteragdes na
estrutura quimica de moléculas organicas podem ser realizadas através de sistemas
envolvendo microrganismos e as alteragbes promovidas podem resultar em
mudangas consideraveis em sua acao farmacoldgica. O resveratrol € uma substancia
fendlica conhecido por varias atividades farmacoldgicas, das quais se destacam as
antioxidantes e anticancerigenas. Em contraste, possui baixa biodisponibilidade in
vivo. Visando maior atividade bioldgica, mudangas na estrutura quimica do trans-
resveratrol envolvendo biotransformacao com dezenove espécies de fungos foram
realizadas. Desses, somente o Bipolaris sorokiniana e o Penicillium sp. (64) levaram a
resultados positivos em sua biotransformacao. Neste contexto, a biotransformacao do
trans-resveratrol pelo B. sorokiniana resultou na sua dimerizagao, levando ao frans-
dehidrodimero do resveratrol, enquanto a reagdo com Penicillium sp. (64) levou a
formagao de frans-resveratrol-4’-O-metil-5-O-acetil-3-O-3-glucosideo, substancia pela
primeira vez descrita. Ao se avaliar o efeito dessas substancias sobre o
comportamento de células das linhagens McCoy, B16F10 e Hela com o ensaio do
MTT, observou-se que o trans-resveratrol-4’-O-metil-5-O-acetil-3-O-B-glucosideo
inibiu a proliferagdo com perfil semelhante, porém significativamente maior, que o seu
precursor, em contraste com o trans-dehidrodimero do resveratrol, o qual promoveu
significativo aumento do numero de células. Interessante ressaltar que ambos os
efeitos, tanto de inibicdo quanto de inducédo da proliferagdo, foram dependentes da
dose. Estudos mais aprofundados sao necessarios para definicdo do real potencial
biolégico desses produtos.

Palavras-chave: produtos naturais, trans-resveratrol, biotransformacéo,
citotoxicidade.



ABSTRACT

Considering that an organic compound hardly ever resists the catalystic action of the
several enzymatic systems present in living organisms, changes in chemical structure
of organic molecules can be accomplished through systems involving micro-
organisms. The structural changes in the ending products may result in considerable
enhancement of their pharmacological potential. Contrasting with its low bioavailability
in vivo, resveratrol is a phenolic compound widely known by its different
pharmacological activities, especially as an antioxidant and anticancer agent. With the
aim of achieving higher biological activity, changes in the chemical structure of the
trans-resveratrol involving biocatalysis with nineteen species of fungi have been
performed. Of these, only Bipolaris sorokiniana and Penicillium sp. (64) led to positive
results in which the biotransformation of frans-resveratrol by B. sorokiniana resulted in
its dimerization, leading to the formation of frans-resveratrol dehydrodimer, while the
reaction with Penicillium sp. (64) resulted in the formation of trans-resveratrol-4’-O-
methyl-5-O-acetyl-3-O-3-glucoside, a compound never reported. To evaluate whether
these compounds were biologically active, their influence on the behavior of McCoy,
B16F10, and Hela cell lines were studied using the MTT assay. The results showed
that the trans-resveratrol-4’-O-methyl-5-O-acetyl-3-O-f-glucoside derivative inhibited
the proliferation of all cell lines tested with similar profile, but significantly higher, than
its precursor. In contrast, the frans-dehydrodymer led to a significant increase in the
number of cells. Worthy of note is the fact that, although having opposite effects, both
were dose-dependent. Further studies are required for defining the real biological
potential of these products.
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1 INTRODUCAO

1.1 BIOTRANSFORMACAO

1.1.1 Aspectos gerais

Biotransformacdes e biocatalise sdo conversdes quimicas catalisadas por
enzimas (SHAW; ROBINS; KIENER, 2003). No primeiro caso sdo utilizadas
células inteiras e no segundo s&o utilizadas enzimas isoladas. Esses métodos
sdo uma ferramenta importante na sintese orgéanica, especialmente na obtencao
de moléculas quirais por sinteses assimétricas ou por resolugao de racematos. A
biotransformacdo compreende a metabolizagdo de xenobidticos entendidos
como farmacos e/ou outras substancias quimicas estranhas ao organismo.
Dificiimente uma substancia organica resiste a agao catalitica dos diversos
sistemas enzimaticos presentes em células de organismos vivos e as alteragbes
promovidas em sua estrutura quimica podem resultar em mudancas
consideraveis em sua acao farmacoldgica. Um aspecto essencial no estudo de
substancias visando seu emprego como farmaco ou a obtencdo e posterior
desenvolvimento de medicamentos refere-se a elucidagdo de sua
metabolizagdo, incluindo sua biotransformacao in vivo (BARREIRO; FRAGA,
2008).

Nos processos de biotransformacéo, o procedimento mais utilizado é
realizado com células totais de microrganismos cultivados em meios
apropriados, onde toda maquinaria enzimatica esta disponivel, o que pode gerar
uma mistura de produtos biotransformados. As preparacgdes incluem extratos
enzimaticos de microrganismos, plantas, protozoarios e insetos, entre outros.
Pode-se ainda utilizar enzimas puras, isoladas de diferentes fontes, muitas delas
disponiveis comercialmente. No entanto, essas ultimas sdo bastante onerosas,
uma vez que além da enzima, é necessario o uso de um ou mais cofatores, para
que a mesma seja ativa (FABER, 1997).

O uso de biocatalisadores naturais ndo € nada novo. Eles vém sendo

utilizados por mais de 100 anos, sendo o primeiro uso de biotransformagao
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descrito por Pasteur em 1858, quando ele obteve L-tartarato de amdnio de DL-
tartarato de amédnio utilizando o fungo Penicillium glaucum (HANSON, 1992).
Outra biotransformacédo extremamente importante que marcou o inicio dos
processos de biocatalise foi realizada em 1952 por Peterson e Murray; Eles
realizaram a hidroxilagdo na posicao 11-a da progesterona (I) com o fungo
Rhizopus nigricans, que levou a formagao da 11-a-hidroxiprogesterona (ll),
conforme esquema 1. Esta reacao foi decisiva para a sintese de hormdnios

adrenocorticoides de forma economicamente viavel (STOUDT, 1960).

Rhizopus nigricans HO

ESQUEMA 1- BIOTRANSFORMAGAO DA 11a-PROGESTERONA (I) NA 11a-
HIDROXIPROGESTERONA (II)
FONTE: (STOUDT, 1960)

E interessante observar que, naquela época, era comum um mesmo
cientista pesquisar temas inerentes a quimica e a bioquimica sem nenhuma
distincdo. Um exemplo dessa afirmagao é a lista de processos cataliticos feita
por Berzelius em 1838. Essas duas areas da ciéncia percorreram junto um longo
caminho e, em algum momento no inicio do século XX, elas se tornaram
independentes (ROBERTS et al.,, 1995). Hoje, apés quase um século, os
cientistas tomaram consciéncia de que existe, na interface destas ciéncias, um
mundo a ser ainda descoberto. O progresso no uso de enzimas e células
integrais na Quimica Orgéanica Sintética foi relativamente lento até os anos 50,
quando o uso de microrganismos para modificar nucleos esteroidais foi estudado
em laboratérios industriais e académicos (SHAW; ROBINS; KIENER, 2003).

Com o desenvolvimento de novas técnicas, o uso da biotransformagao foi
crescendo até ser empregado, atualmente, como uma ferramenta de producao
de substancias com alto valor agregado. Acredita-se que o futuro da industria de

sintese quimica, essencialmente devido as crescentes exigéncias de qualidade e
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preservacdo do meio ambiente, passara em muitos casos pela utilizacido de
processos biocataliticos (STRAATHOF; PANKE; SCHMID, 2002).

Os biocatalisadores tém se tornado mais acessiveis e de facil obtencéo e
manuseio. Sua eficiéncia em realizar diversas reacdes quimicas, até as mais
dificeis de serem obtidas pelos métodos tradicionais, como a modificagcdo de
grupos pouco ativados e a introducao de fungdes organicas, principalmente
hidroxilagcdes, em carbonos sp3 remotos e funcdes pré-existentes, tém sido o
grande atrativo para sua aplicagdo em sinteses quimicas em multiplas etapas. A
seletividade apresentada pelos biocatalisadores naturais, o amplo espectro de
substancias quimicas que sao aceitas para as reagdes como substratos, o custo,
as condicbes amenas e ecologicamente corretas, conferem aos mesmos
algumas caracteristicas fundamentais para sua utilizacdo (FABER, 1997). Nos
ultimos anos a biocatalise tém explorado conhecimentos de areas como a
biologia molecular, com o intuito de desenvolver biocatalisadores mais ativos,
estaveis e seletivos, passiveis de serem utilizados pela industria a um custo
mais acessivel (FABER, 1997).

Segundo Loughlin, 2000, as principais vantagens do uso de enzimas na
sintese organica sao: (A) catalises eficientes, sendo o processo da reagdo mais
rapido quando comparado com a catalise quimica e as enzimas podem ser
efetivas mesmo em baixas concentragdes molares; (B) Reag¢des sob condigbes
suaves, numa faixa de temperatura de (20-40 °C) e pH neutro ( em torno de 7,0)
minimizando reagdes indesejadas, tais como rearranjos e reacgdes laterais; (C)
acao catalitica sobre um grande numero de substratos em locais de dificil
acesso por meio sintético; (D) na quimica verde, um importante aliado em favor
das questdes ambientais; (E) seletividades tais como:

% Quimiosseletividade: algumas enzimas podem reagir com um Unico grupo

funcional, mesmo na presenga de outros grupos reativos. Isto leva a

produtos reacionais mais “limpos”, facilitando o processo de purificacéo;

X/

* Regiosseletividade: devido a sua estrutura tridimensional complexa,
podem distinguir entre grupos funcionais que estao situados em diferentes
regides da mesma molécula do substrato;

% Enantiosseletividade: quase todas as enzimas sao formadas a partir de L-

aminoacidos, portanto sdo catalisadores quirais. Como consequéncia,

qualquer tipo de quiralidade presente na molécula do substrato é
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reconhecida na formagdo do complexo enzima-substrato. Sendo assim,

um substrato pro-quiral pode ser transformado em um produto

opticamente ativo e ambos os enantiomeros de um substrato racémicos
pode reagir com velocidades diferentes.

As enzimas podem ser divididas em seis principais grupos, de acordo com
a UNIAO INTERNACIONAL DE BIOQUIMICA. Estes grupos s3o:

(1) Oxidoredutases, que realizam reagdes de oxidacéo e reducao; oxidacéo das
ligacbes C-H, C-C, e C=C e remogéao de atomos de hidrogénio equivalentes;

(2) Transferases, que realizam transferéncia de grupos tais como acila, fosforila,
aldeido, ceténico e agucares;

(3) Hidrolases, que realizam hidrdlise de glicosideos, anidridos, ésteres, amidas,
peptideos e outras fungdes contendo C-N;

(4) Liases, que realizam reagdes tais como a adigdo de HX em ligagdes duplas
como em C=C, C=N e C=0 e também o processo reverso;

(5) Isomerases, que efetuam migracdo de ligacdo C=C, isomerizacédo e
racemizacao cis-trans;

(6) Ligases, responsaveis pela formagao de ligacao C-O, C-S, C-N, C-C e
formagao de ligacao éster de fosfato (ATP) (LOUGHLIN, 2000);

A principal desvantagem dos sistemas de transformagdes microbianas ¢ a
imprevisibilidade do processo. A fim de maximizar as chances de se obter um
produto particular ou de obtencdo de grande variagdo de produtos, é
frequentemente necessario utilizar uma ampla variedade de microrganismos na
triagem inicial (ARAKAWA, 2007).

Em geral nos processos industriais, a biotransformacdo ou biocatalise é
obtida por caminhos tradicionais, que consistem desde a identificacao de fontes
dos microrganismos, selecao de eficientes biocatalisadores, desenvolvimento e
otimizagdo de processos da escala laboratorial a planta piloto. Uma pesquisa
prévia em bibliotecas de substéncias organicas, enzimas e microrganismos,
também tém sido empregada pela denominada, quimica combinatoria
quimioenzimatica (chemoenzymatic combinatorial chemistry). Esta tecnologia
tem como base a integracdo de processos enzimaticos interfaciais,
transformacgdes microbianas e reagdes quimicas, desta forma interconectando a
catalise quimica com a biocatalise (CONTI; RODRIGUES; MORAN, 2001).
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Os procedimentos de avaliagao e selecdo de microrganismos, de plantas
ou de células animais, representam o método tradicional de descoberta de novos
biocatalizadores. Os microrganismos sao de particular interesse devido ao curto
periodo de geragao, a grande diversidade de processos metabdlicos e enzimas
envolvidas. Além disso, ha uma infinidade de microrganismos na natureza que
podem ser testados, os quais sao bastante diferentes entre si. Estes modificam e
degradam uma gama de moléculas organicas complexas e entdo, € de se
esperar que pelo menos um deles, catalise uma dada reacdo de interesse
(CONTI; RODRIGUES; MORAN, 2001; FARNET; ZAZOPOULOS, 2005).

As reagdes de biotransformacdes sao realizadas empregando-se células
integras de organismos vivos (como plantas) ou microrganismos (leveduras,
bactérias e fungos) (NEWMAN; CRAGG; SNADER, 2003; BUTLER, 2004; LAM,
2007). Os microrganismos compreendem uma enorme diversidade em espécies,
mas apesar das inumeras aplicagbes bioldgicas apresentadas na literatura, os
fungos e as bactérias constituem os grupos menos estudados do ponto de vista
do metabolismo secundario (STROBEL; DAISY, 2003).

1.1.2 Microrganismos no processo de biotransformagao

Os microrganismos sao extremamente importantes para a humanidade
por inumeras razoes, tais como participacdo em reflorestamentos (micorrizas),
fermentacdo para a producdo de alimentos, ciclosporinas, penicilina e outras
substancias biologicamente ativas. As principais caracteristicas dos
microrganismos que os tornam uteis para a producdo de tais compostos, os
quais poderiam ser obtidos de plantas ou ainda serem sintetizados in vitro por
vias quimicas sao a alta razao superficie/volume, que facilita o rapido consumo
de nutrientes para seu metabolismo e biossintese; a ampla variedade de
reagcdes que 0s microrganismos sao capazes de realizar; a grande facilidade de
adaptacao nos mais diferentes ambientes, permitindo o seu transporte da
natureza para meios artificiais, no qual eles sdo capazes de crescer utilizando
fontes de carbono e nitrogénio de baixo custo e produzir compostos de
interesse; a simplicidade de procedimentos de screening, permitindo examinar

milhares de culturas em um tempo razoavelmente curto; e a ampla diversidade
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de espécies, produzindo diferentes enzimas, que podem catalisar as mesmas
reacdes, permitindo assim, um monitoramento diferenciado nas condi¢cbes de
cultivo (ADRIO; DEMAIN, 2005).
O Reino Fungi, € um dos mais numerosos. Estima-se que haja cerca de
1,5 milhdes de espécies de fungos que habitam o nosso planeta. Destas apenas
5% estao descritas e, entre as espécies descritas somente 16% tém sido
cultivadas (PEARCE, 1997; DEMAIN, 1999). Estes dados ilustram o grande
potencial quimico e biolégico a ser explorado com estudo de metabdlitos
secundarios produzidos por fungos, bem como seu sistema enzimatico.
Os fungos tém sido uma fonte muito rica de farmacos ou pro-farmacos
importantes, incluindo antibidticos antibacterianos (R-lactéamicos,
aminoglicosideos, tetraciclinas, macrolideos e glicopeptideos), antibidicos-
antitumorais (antraciclinas, bleomicinas, actinomicinas, mitomicinas e acidos
auredlicos), agentes redutores do colesterol sanguineo (estatinas), agentes
imunossupressores (ciclosporina A), entre outros (DEMAIN, 1999; NEWMAN;
CRAGG; SNADER, 2000). O metabolismo secundario dos fungos é rico em
diferentes classes de substincias desde terpendides, alcaldides e também
policetideos como zearalenonas, antraquinonas, alquiresorcindis e
meroterpenos, dentre outras. Aproximadamente um quarto de todos os produtos
naturais biologicamente ativos, foi obtido de fungos (KONGSAEREE et al.,
2003). Estes microrganismos crescem como células unicas (leveduras), como
colénias filamentosas multicelulares (fungos filamentosos, bolores e cogumelos).
O termo crescimento se refere ao aumento no numero de células ndo ao
aumento das dimensdes celulares. O crescimento populacional é definido como
0 aumento do numero, ou da massa microbiana. Quando uma cultura microbiana
desenvolve-se em um sistema fechado, pode-se confeccionar uma curva de
crescimento. Esta pode ser dividida em diferentes etapas (Figura 1): lag, log,
estacionaria e de declinio:
% Fase de laténcia ou lag é o periodo variavel, onde ndo ha um aumento
significativo da populagao, nesta fase a célula procura se adaptar ao novo
meio;

% Fase logarimica ou fase log é a etapa onde as células estdo plenamente
adaptadas, absorvendo os nutrientes, sintetizando seus constituintes,

crescendo e se duplicando.
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s Fase estacionaria, nesta etapa os nutrientes estdo em escassez e os
produtos toxicos estdo se tornando mais abundantes. Nesta etapa ndo ha
um crescimento liquido da populagdo, ou seja, o numero de células que
se divide é equivalente ao numero de células que morrem. Nesta fase que

sao sintetizados varios metabdlitos secundarios, que incluem as enzimas;

>

X/
*

Fase de declinio, nessa fase a maioria das células estdo em processo de

*

morte, embora outras ainda estejam se dividindo. A contagem total

permanece relativamente constante, enquanto as variaveis caem

lentamente (MADIGAN; MARTINKO; PARKER, 2000).

Em processos industriais que visam a obtencdo de produtos
microbioldgicos, usa-se o método de crescimento em células continuo. Nestes
casos, tem-se o interesse em manter as células em fase log ou estacionaria
(MADIGAN; MARTINKO; PARKER, 2000).

Os fungos tem sido instrumento interessante no estudo dos processos
metabdlicos, pois sdo de facil manejo, crescimento rapido e utilizam meios bem
caracterizados quimicamente. Podem produzir enzimas como lipases,
invertases, lacase, amilases, entre outras. Essas enzimas hidrolisam o substrato

tornando-os assimilaveis através de mecanismos de transporte ativo e passivo.

CIU/RVA DE CRESCIMENTO
(EM SISTEMAS FECHADOS)

Lag :leg Estacionaria Declinio

Log n’ céls

Tempo (Hrs)

FIGURA 1- CURVA PADRAO DE CRESCIMENTO DE MICRORGANISMOS,
EM UM SISTEMA FECHADO
FONTE: (MADIGAN; MARTINKO; PARKER, 2000)
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Muitas espécies fungicas podem se desenvolver em meios minimos,
contendo aménia ou nitritos, como fontes de nitrogénio. As substancias
organicas, de preferéncia, sdo carboidratos simples como D-glicose e sais
minerais como sulfatos e fosfatos. Outros elementos como ferro, zinco,
manganés, cobre, molibdénio e calcio sdo exigidos em pequenas quantidades.
No entanto, alguns fungos requerem fatores de crescimento, que nao
conseguem sintetizar, em especial vitaminas, como a tiamina. Os fungos
necessitam de agua para o seu desenvolvimento, sendo alguns halofiticos,
crescendo em ambientes com elevada concentragdo de sal (TRABULSI et al.,
1996; FARNET; ZAZOPOULOQOS, 2005).

Algumas espécies de fungos sado patogénicas, mas a grande maioria
participa de processos biotecnoldgicos importantes para os seres humanos.

O género Penicillium é reconhecido por ser amplamente dispersos no
ambiente, com mais de 225 espécies. As espécies deste género, em geral, sdo
consideradas principalmente fungos do solo, cuja fungdo principal é a
decomposicdo. Suas espécies sdo de grande importancia para os ecossistemas,
a agricultura e a biotecnologia. A descoberta dos antibidticos de uso clinico
comegou com a descoberta da eficacia da penicilina, um composto R-lactamico.
Muitos outros metabdlitos biolégicos como, antibiéticos, antifungicos e
imunossupressores, tém sido descobertos a partir de metabdlitos de cepas de
Penicillium. Além disso, varias espécies de Penicillium sdo importantes agentes
causadores de infec¢do por causa da produgédo de micotoxinas (NAKASHIMA et
al., 2008).

Outro género extremamente importante associado a doengas humanas e
que sao parasitas de plantas sdo os fungos do género Bipolaris: como B. oriyzae
(arroz) e B. saccari (cana-de-agucar). Algumas espécies como B. australiensis,
B. hawaiiensis e B. spicifera, sao patogénicas ao homem o B. sorokiana é um
patdogeno de especial importancia nas culturas de trigo e cevada, causando
moléstia que recebem diversas denominag¢des de acordo com o orgao da planta
que é afetado (REIS, 1982). Também sao relatados como cultivares suscetiveis
a esse patogeno, triticale, sorgo, festuca, azevém, centeio, aveia amarela,
branca e preta (TINLINE; WILDERMUTH; SPURR, 1988). A feo-hifomicose é a
doenga causada por esses fungos, que se caracterizam por hifas e células

fungicas pigmentadas no tecido infectado. Fungos desse género vivem como
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saprofitas no solo, vegetagcdo e agua e possuem uma grande importancia na
area de saude, ja que existe uma crescente incidéncia de infecgbes em
humanos com uma gravidade relevante, podendo ocasionar o Obito,
principalmente em pacientes imunodeprimidos (TRABULSI et al., 1996).

A abordagem tradicional para inclusdo de biotransformagdées em um
processo sintético, normalmente inicia-se com a escolha do microrganismo
utilizado. Essa pode ser a etapa mais critica do procedimento global.
Inicialmente, analisam-se os resultados semelhantes ja disponiveis na literatura
em relacdo a reacdo de interesse, na tentativa de se obter dados no que diz
respeito as possiveis enzimas envolvidas no processo, obtém-se as cepas com
outros grupos de pesquisa ou em colegdes de culturas de instituicbes de
pesquisa. Na auséncia de dados na literatura que indiquem o sistema enzimatico
desejado a reacao em estudo, pode-se isolar o microrganismo da natureza (solo,
plantas, ambientes marinhos) e testa-los através de um processo empirico de
selecao (screening). Nessa selecao realizam-se experimentos em pequena
escala com os organismos disponiveis e analisam-se os extratos brutos obtidos
do caldo de fermentagdo, comparando-se a um controle, o qual nao foi
adicionado substrato. Se houver a formacao de novos metabdlitos isso significa
que aquele organismo realizou alguma transformagao quimica no substrato
(GLAZER; NIKALDO, 1995).

Farmacos biotransformados podem originar metabdlitos ativos cujos
efeitos farmacoldgicos sejam superiores aos de seu precursor ou até que podem
desencadear reacdes toxicas. Na maioria das vezes, a agao farmacoldgica que é
atribuida aos metabdlitos ativos é similar aquela apresentada pela substancia
precursora. Existem casos em que os metabdlitos ativos podem ser alvos de
modificagdes estruturais, com a finalidade de otimizar suas acoes
farmacoloégicas e converté-los em novos medicamentos (FURA, 2006;
BARREIRO; FRAGA, 2008).

1.2 A UTILIZACAO DE PRODUTOS NATURAIS

Os produtos naturais sao utilizados desde tempos imemoriais para o alivio

e cura de doencas. A ingestdo de ervas e folhas com finalidades terapéuticas
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talvez tenha sido uma das primeiras formas de utilizacdo dos produtos naturais
vegetais. Portanto, a fitoterapia é valorizada ndo somente por ser um processo
histérico, mas atualmente ela é amplamente utilizada, pois as plantas com
potencial medicinal encontram-se distribuidas no ambiente, representando
facilidade de aquisicao (BARTON; OLLIS, 1986).

As plantas e extratos vegetais foram e continuam sendo uma importante
fonte de produtos naturais biologicamente ativos e, devido a sua grande
diversidade em termos de estrutura, propriedades fisico-quimicas e bioldgicas,
podem ser modelo para sintese de inumeros farmacos (NODARI; GUERRA,
2000).

A industria farmacéutica percebeu nos produtos naturais uma
oportunidade de desenvolvimento em varios segmentos da cadeia produtiva,
seja na industrializacdo dos fitoterapicos, na distribuicdo de matérias primas ou
na producao de plantas medicinais (FONTE, 2004). Exemplos de medicamentos
que foram desenvolvidos com base em produtos naturais incluem a morfina, a
pilocarpina, os digitalicos, varios medicamentos utilizados no tratamento do
cancer, alguns imunossupressores e antibidticos. Acredita-se que 40% dos
medicamentos disponiveis foram desenvolvidos direta ou indiretamente de
fontes naturais, sendo 25% de plantas, 13% de microrganismos e 3% de
animais. Esse percentual ainda € mais elevado se considerarmos os
anticancerigenos e os antibioticos, no qual 70 % foram desenvolvidos a partir de
produtos naturais (YUNES; CALIXTO, 2001). Estudos recentes mostram que
atualmente 50% do total de farmacos utilizados na clinica sao derivados de
produtos naturais (GURIB-FAKIM, 2006).

O Brasil, pais com a maior diversidade genética vegetal do planeta, com
mais de 55.000 espécies catalogadas de um total estimado entre 350 e 550 mil
espécies (NODARI; GUERRA, 2000), revela um tremendo potencial em relagao
a descoberta de novos principios ativos e ao desenvolvimento de novos
medicamentos a partir de plantas. Embora a medicina popular empregue
diversas plantas para o tratamento das mais variadas enfermidades, seu uso
muitas vezes nao tem critérios ou comprovacgao cientifica de eficacia e
seguranca (FERNANDES, 2004).

Nesse contexto, j4 que a disponibilidade dessa matéria prima é

amplamente comum, é de suma importancia estudos visando o desenvolvimento
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de novos medicamentos que tenham componentes extraidos de plantas como
principios ativos. Entre estas substancias encontram-se os polifendis,
destacando-se o resveratrol que esta presente em diversas plantas, mas

especialmente nas uvas e seus derivados.

1.3 RESVERATROL

O resveratrol (3,5,4’-trihidroxiestilbeno) (lll) € uma substancia fendlica,
uma fitoalexina produzida por algumas plantas como metabdlito secundario em
resposta ao estresse (desordem metabdlica) induzido por elicitores, que podem
ser denominados como bidticos e abidticos. Os bidticos podem ser de origem

microbiana (elicitor exdgeno) ou da propria planta (elicitor endégeno).

Quimicamente, os elicitores bidticos sao moléculas complexas,
englobando carboidratos, glicoproteinas, polipeptideos, enzimas ou lipideos. Os
elicitores de origem microbiana podem ser estruturas intactas ou parte de fungos
e células bacterianas.

No caso dos elicitores enddgenos, os mesmos sdo formados por
fragmentos de material constituinte da parede celular da planta, liberados pela
acao de enzimas que a degradam. Estas enzimas podem ser produzidas por
fungos, bactérias ou pelas proprias células danificadas da planta. As fitoalexinas
podem ser acumuladas nos tecidos como resposta a elicitores abidticos como
luz ultravioleta (UV) ou metais pesados, como (HgCl,) e (AICI3) (PASCHOLATI;
LEITE, 1995).
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O resveratrol foi pela primeira vez isolado das raizes de Veratrum
grandiforum O. Loes (TAKAOKA, 1940). Posteriormente, em 1963, sua
presenca foi detectada nas raizes da Poligonum cuspidatum Sieb, uma planta
muito utilizada na medicina chinesa e japonesa (NONOMURA; KANAGAWA,;
MAKIMOTO, 1963). Em 1972, Tyukavki et al., encontraram o resveratrol nas
cascas de Pinus sibirica, quando pesquisavam a presenca de pinostilbeno. Em
1976, foi detectada pela primeira vez a presenca do trans-resveratrol em uva
(Vitis vinifera) e em outros membros da familia Vitaceae (LANGCAKE; PRYCE,
1977). Em 1977, os mesmos autores sintetizaram in vitro o €-viniferin. Dois anos
depois, identificaram o trans-pteroestilbeno. Em 1995, um novo derivado
estilbeno denominado resveratrol triacetato (3,4’, 5-triaceto-hidroxi-estilbeno) foi
encontrado em uma esponja vermelha, Kirkpatrickia varilosa na Antartida
(JAYATILAKE; BAKER; MCCLINTOCK, 1995). O resveratrol também esta
presente em alguns alimentos naturais, como a uva, a amora € o amendoim. Em
particular, quantidade consideravel do composto pode ser detectada nos
derivados da uva, como o vinho tinto e sucos de uva roxa (LANGCAKE; PRYCE,
1977; HUSKEN et al., 2005).

O resveratrol pode ser encontrado na natureza sob a forma glicosidica e
aglicosidica. Como aglicona, ha duas formas isomeéricas: o trans-resveratrol (lll)
e o cis-resveratrol (IV). Os isdmeros possuem diferentes efeitos bioldgicos, e
também diferem em relacéo a estabilidade quimica. O isbmero trans-resveratrol
€ mais estavel que o cis-resveratrol; esta caracteristica € a responsavel pela
falta comercial do isbmero cis. Entretanto, o cis-resveratrol pode ser obtido do
trans-resveratrol a partir de radiagao ultravioleta (UV) por um periodo de 5-8
horas (CAMONT et al., 2009).
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Inicialmente caracterizado como uma fitoalexina, o resveratrol atraiu
pouco interesse até 1992, quando se postulou que o vinho tinto exercia efeitos
cardioprotetores (SIEMANN; CREASY, 1992). Desde entdo varios estudos vém
demonstrando que o resveratrol pode prevenir ou diminuir a progressao de uma
ampla variedade de doencgas, incluindo o cancer (JANG et al., 1997), doengas
cardiovasculares (BRADAMANTE; BARENGHI; VILLA, 2004) e lesdes
isquémicas (WANG et al., 2002a), assim como aumenta a resisténcia ao
estresse e prolongar a expectativa de vida de diferentes organismos vivos, de
leveduras (HOWITZ et al., 2003) a vertebrados (VALENZANO et al., 2006). A
maioria desses estudos utiliza o trans-resveratrol devido a instabilidade do
isdmero cis, entretanto estudos indicam diferentes efeitos bioldgicos para os dois
isémeros (CHEN et al., 2007).

1.3.1 Potencial terapéutico do resveratrol

1.3.1.1 Resveratrol e o cancer

Em 1997, relatou-se a habilidade do ftrans-resveratrol em inibir a
carcinogénese em multiplos estagios em animais, onde a aplicacdo topica
reduzia os tumores de pele e que sua utilizagao sistémica inibia a iniciacdo e o
desenvolvimento de varios tipos de tumores (JANG et al., 1997). Os resultados
sugeriram que, mesmo em baixas doses, como as obtidas através da dieta,
semelhante ao consumo diario de vinho tinto, o trans-resveratrol era terapéutico
em alguns casos (JANG et al, 1997). Proposto para essa acao
quimiopreventiva, com um papel na inibicdo da vascularizagéo e crescimento do
tumor (BRAKENHIELM; CAO; CAO, 2001), baseava-se na inibicao da atividade
de enzimas chaves no processo de carcinogénese, como a cicloxigenase (COX1
e COX2) e a ornitina descarboxilase (ODC) (SUBBARAMAIAH et al., 1998;
STEWART et al., 1999), as quais agem como promotoras dos mecanismos de
angiogénese.

Outro mecanismo pelo qual o ftrans-resveratrol parece combater a
formagao do tumor envolve a suspenséo do ciclo celular, induzindo as células a

apoptose. Este efeito anti-proliferativo e pré-apoptético em linhagens de células
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tumorais tem sido extensivamente documentados sendo caracterizados pela
diminuicdo das proteinas do ciclo celular in vitro (AGGARWAL et al., 2004) e
aumento das proteinas da apoptose em modelos de tumores in vivo (YU et al.,
2003)

Como mais adiante sera descrito, o resveratrol tem mostrado capacidade
antioxidante intrinseca, envolvendo a modulagéo de enzimas antioxidantes que
pode ser descrita como um efeito quimiopreventivo. In vivo, o resveratrol
aumenta a capacidade antioxidante no plasma e diminui a peroxidagao lipidica
(WENZEL et al., 2005; SENGOTTUVELAN; VISWANATHAN; NALINI, 2006).

1.3.1.2 Resveratrol e doencas cardiacas

O consumo regular de vinho e os estudos sobre a influéncia do vinho na
saude estdo diretamente vinculados ao “Paradoxo Francés”, fendmeno
relacionado a baixa incidéncia de disturbios cardiovasculares (DC) entre os
franceses que consomem alimentos ricos em gorduras saturadas e alta
quantidade de vinhos (RENAUD; DELORGERIL, 1992; RENAUD; RUF, 1994).
Estudo piloto entre as populagdes francesa e escocesa creditavam a baixa
mortalidade relacionada a DC ao alcool presente no vinho (RENAUD;
DELORGERIL, 1992). Estudos posteriores concluiram que o efeito do etanol do
vinho é inversamente proporcional aos DC, mas ndo a longevidade da
populacdo (CRIQUI; RINGEL, 1994).

Embora o consumo regular de bebidas alcodlicas ndo seja visto como
benéfico a saude, estudos epidemiolégicos indicam que o consumo regular de
vinho tinto confere beneficios adicionais significantes a saude cardiovascular
(GRONBAEK et al., 1995; BOHM; ROSENKRANZ; LAUFS, 2004).

Extratos de uva e vinho diminuem a agregacéo plaquetaria. Esta quando
em excesso, pode levar a formacgao de trombos, com subsequente bloqueio dos
vasos sanguineos, produzindo isquemia, infarto do miocardio ou acidente
vascular (SEIGNEUR et al., 1990). Em estudos in vitro, enquanto o resveratrol
preveniu a agregacao plaquetaria, sua administragdo sistémica em ratos sob
dieta hipercolesterolémica bloqueou o aumento da agregacado plaquetaria e

reduziu a area arterosclerética e o tamanho dos trombos (WANG et al., 2002b).
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1.3.1.3 Resveratrol como antioxidante

A oxidagdo de lipoproteina de baixa densidade (LDL) €& fortemente
associada ao aumento de risco de doengas coronarianas e infarto do miocardio.
O resveratrol, além de capturar ROS, atua prevenindo a oxidacao do LDL in vitro
pelo mecanismo de quelagdo do cobre (HOLVOET, 2004). Ainda, resultados
demonstram que o resveratrol pode suprimir o aumento da peroxidacdo de
lipideos e outras macromoléculas in vivo (FRANKEL; WATERHOUSE;
KINSELLA, 1993).

O resveratrol atua sobre uma enzima denominada lipoxigenase. Esta
enzima possui duas atividades independentes que s&o a dioxigenase,
relacionada com a indugcdo da oxidacdo, e a hidroperoxidase, envolvida na
detoxificacdo de xenobidticos. O resveratrol atua como antioxidante e inibidor da
atividade dioxigenase da lipoxigenase, mas n&do sobre a atividade
hidroperoxidase (PINTO; GARCIA-BARRADO; MACIAS, 1999).

Testes relacionando a acédo antioxidante na peroxidacdo de lipideos
induzidas por ions ferro pelo resveratrol indicaram um efeito mais efetivo do que
o observado pelo butilhidroxitolueno (BHT), pela quercetina ou o a-tocoferol
(BLOND; DENIS; BEZARD, 1995), compostos classicos desde tipo de atividade.

Efeito antioxidante sinérgico do resveratrol pode ser obtido através da
associagao com outros antioxidantes, como foi demonstrado em estudos sobre
protetores contra o estresse oxidativo em culturas de células PC12, onde sua
associagdo com a vitamina C e/ou a vitamina E levou a um efeito superior ao
observado para essas substancias quando testadas isoladamente
(CHANVITAYAPONGS; DRACZYNSKALUSIAK; SUN, 1997).

1.3.1.4 Resveratrol na reposicdo hormonal

Devido a similaridade estrutural entre o resveratrol e o dietilestilbestrol
(GEHM et al., 1997)), testou-se a possibilidade desse composto atuar como um
fitoestrogeno. De fato, resultados sugeriram que o resveratrol possui acao

estrogénica.
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O efeito do resveratrol no crescimento de células cancerosas de mama foi
avaliado e os resultados mostraram que este estilbeno é agonista parcial do
receptor de estrogénio (ER). Entretanto, na presencga de estrogénio, atua como
antagonista ER, levando a inibi¢do do crescimento de células tumorais de mama
(LU; SERRERO, 1999).

Segundo (RATNA; SIMONELLI, 2002)), o resveratrol € um potente
antagonista do estrogénio nas concentragdes de 10-1000 pmol/kg, ele atua de
forma similar ao estrogénio na expressdo do fator estabilizante do RNAm
regulador de estrogénio (E-RmRNASF). Deste modo, pode ser administrado
concomitantemente para reduzir os niveis de estrogénio administrados apés a
menopausa. Além disso, (MIZUTANI; IKEDA; YAMORI, 2000) afirmam que o
resveratrol poderia conferir efeito cardioprotetor no sistema cardiovascular e, por
isto, ser clinicamente util como um substituto para o estrogénio na prevencgéao de

doengas cardiovasculares.

1.3.1.5 Resveratrol na inflamacgao e imunidade

Muitas doengas possuem um componente inflamatorio. A inflamagéo é o
problema central em patologias como artrite, doenga de Crohn’s e psoriase, por
exemplo, além de influir no desenvolvimento de doengas cardiovasculares e no
cancer. As enzimas cicloxigenases, COX1 e COX2 e também a 5-lipoxigenase,
sdo cruciais na producdo de moléculas pro-inflamatérias. Quando ha
exacerbacdo da resposta inflamatoria, inibidores dessas enzimas séao
comumente usados e o resveratrol in vitro tem-se demonstrado como um
eficiente inibidor da atividade da cicloxigenase (AFAQ; ADHAMI; AHMAD, 2003;
KHANDUJA; BHARDWAJ; KAUSHIK, 2004), apresentando-se como uma
alternativa potencial no tratamento de inflamacbdes cronicas. Uma opgao
interessante seria, entdo, usufruir deste potencial de inibidor seletivo da COX2
para evitar problemas gastricos que ocorre com a maioria dos anti-inflamatorios
nao seletivos, ja que os inibidores seletivos da COX2, desenvolvidos para evitar
esses problemas gastricos, tém sido vinculados a complicagbes
cardiovasculares (DAVIES; JAMALI, 2004; KIMMEY, 2004).



33

Associado aos efeitos supressivos em processos inflamatérios, o
resveratrol melhorou a resposta imune em ratos tratados com
dinitrofluorobenzeno em reacdes de hipersensibilidade, preveniu a
imunossupressao por etanol (FENG et al., 2002) e protegeu camundongos de
infecgbes por virus herpes tipos HSV1 e HSV2 (DOCHERTY et al., 2004;
DOCHERTY et al., 2005).

1.3.1.6 Resveratrol no derrame e lesao cerebral

Experimentos realizados em ratos demonstraram que tratamento com
resveratrol levou a menor dano motor e significativa diminuigdo do volume
infartado (SINHA; CHAUDHARY; GUPTA, 2002). Esses estudos sugerem,
portanto, que o resveratrol, mesmo em baixas doses €& capaz de penetrar a
barreira hemato-encefalica, protegendo o cerébro contra danos causados por

processos de isquemia cerebral.

1.3.1.7 Resveratrol e outros efeitos bioldgicos

Estudos adicionais indicam que os efeitos benéficos do resveratrol nao
estao restritos ao coracido e ao cérebro como acima revisto. Em adicdo a esses
efeitos, ha relatos de agao analgésica (GENTILLI et al., 2001), protecao contra a
perda de audigdo (SEIDMAN et al., 2003) e melhoria da anorexia induzida por
lipopolissacarideos em ratos (LUGARINI et al.,, 2002). Ainda, o resveratrol
demonstrou reducédo de doengas renais (GIOVANNINI et al., 2001), da medula
espinhal (YANG; PIAO, 2003), figado (FULGENZI et al., 2001), pulmdes
(MCCLINTOCK; TILL; WARD, 2001), intestino (KOROLKIEWICZ et al., 2003;
KOROLKIEWICZ et al., 2004) e colon (MARTIN et al., 2004).

1.3.2 Absor¢ao e biodisponibilidade do resveratrol
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Ndo existe comprovagdo de que o resveratrol ingerido oralmente
realmente alcance, além do trato gastrointestinal humano, os multiplos sitios de
acao propostos (GESCHER; STEWARD, 2003; GOLDBERG; YAN; SOLEAS,
2003).

Um estudo realizado por (WALLE et al., 2004) em voluntarios adultos,
saudaveis, do sexo masculino, com a administracdo de doses orais e
intravenosas de resveratrol, demonstrou que esse apresenta alta taxa de
absorcdo, sendo metabolizado rapida e extensivamente, resultando em
concentragdes plasmaticas muito reduzidas. Foi observado grande acumulo de
resveratrol nas células epiteliais ao longo do aparelho digestorio e, também,
quantidades significativas de metabdlitos potencialmente ativos foram
detectadas no sistema circulatorio, podendo assim produzir os efeitos
cardiovasculares e no cancer como descrito.

Um fator importante a ser analisado é o sitio de agdo do resveratrol.
Estudos relativos a acdo em cancer de célon mostraram o acumulo em células
Caco-2, linhagem esta de células epiteliais do intestino, enfatizando que
enterdcitos e colondcitos séo os sitios de ligagao dessa substancia. Isso também
ocorre em outras células epiteliais distribuidas ao longo do aparelho digestorio,
como as orais e esofagicas (KALDAS; WALLE; WALLE, 2003). A rapida
absorcao realizada por essas células deve ocorrer durante o periodo de tempo
em que a substancia transita durante a ingestdo oral (WALLE et al., 2004;
WALLE, 2011).

Estudos recentes (WALLE, 2011) demonstraram que a absor¢dao do
resveratrol administrado por via oral em humanos é de 75% e essa absorgao
ocorre principalmente por difusdo transepitelial, com um extenso metabolismo
ocorrendo no figado e intestino resultando em uma biodisponibilidade do
resveratrol de menos de 1%, a administragdo de doses maiores e repetidas da

substancia n&o altera significativamente esse valor de biodisponibilidade.

1.3.2.1 Papel dos transportadores na biodisponibilidade do resveratrol

Numerosos eventos e multiplos estagios podem ser responsaveis pela

diminuicdo do acesso do resveratrol pelas células, principalmente a
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complexacdo com moléculas extracelulares, como proteinas séricas, acidos
graxos, lipoproteinas ou integrinas (DELMAS et al., 2011).

Devido a sua baixa solubilidade em &gua, grande quantidade de
resveratrol encontra-se, principalmente, ligada a proteinas ou conjugados em
altas concentracbes no plasma. Entre as proteinas do plasma que
desempenham o papel de carreadores plasmaticos para o resveratrol, a
albumina é a mais importante, devido a sua afinidade por moléculas anfifilicas
(KHAN; MUZAMMIL; MUSARRAT, 2002).

Além da albumina, outras proteinas como as lipoproteinas sdo também
responsaveis pelo transporte do resveratrol. Dentre elas, destaca-se a LDL como
ja descrito anteriormente. As substancias fendlicas formariam complexos com a
LDL (resveratrol-LDL), o que acarretaria em maior acessibilidade aos radicais da
peroxidacao lipidica dentro das particulas de LDL, favorecendo uma atividade de
“‘limpeza arterial”’, onde o processo de oxidagdo de LDL comumente ocorre. Ou
seja, esses microdominios seriam retirados por antioxidantes plasmaticos e,
dentre eles, estaria o0 resveratrol administrado (WITZTUM, 1994,
BELGUENDOUZ; FREMONT; GOZZELINO, 1998).

O resveratrol também se liga a acidos graxos, ja que o ambiente lipofilico
proporcionado por essas substancias sao favoraveis a ligacdo do resveratrol.
Geralmente, os acidos graxos sdo usados como vetores, por causa da alta
afinidade pelo figado e da absorcéo celular eficiente, resultado das interagdes
especificas com transportadores transmembrana (JANNIN et al., 2004).

Embora a absor¢cdo do resveratrol em células do figado, hepatomas e
hepatdcitos, envolva principalmente um processo de difusdo passiva, o
transporte dessa substancia pode ser mediado pela ligacdo a receptores, como
as integrinas a3, principalmente o mondbmero [3;. Este é essencial para a
transducdo do sinal do estilbeno na apoptose p53-dependente em células do
cancer de mama, ou podem contribuir para a atividade angiossupressiva (LIN et
al., 2006; BELLERI et al., 2008; LIN et al., 2008).

1.3.3 Atividades biologicas e estabilidade dos metabdlitos do resveratrol
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Estudos de farmacocinética e identificacdo de metabdlitos do resveratrol
administrado por via oral mostraram niveis detectaveis na urina e no plasma
(COTTART et al., 2010). Sulfatos e glucoronideos sdo os metabdlitos do
resveratrol mais frequentemente relatados. Com rapido metabolismo, pelo
menos cinco metabdlitos foram identificados na urina: monosulfato de
resveratrol, cis-resveratrol monoglucoronideo, trans-resveratrol
monoglucoronideo, diidroresveratrol e diidroresveratrol monoglucoronideo. A
quantidade e a natureza dos metabdlitos podem diferir devido a variabilidade
interindividual (WALLE et al., 2004; BOOCOCK et al., 2007; COTTART et al.,
2010).

Na corrente sanguinea os metabdlitos podem sofrer um metabolismo de
fase Il, com mais conversdes ocorrendo no figado, onde o transporte entero-
hepatico na bile pode resultar em uma reciclagem de volta para o intestino
delgado (CROZIER; JAGANATH; CLIFFORD, 2009; WALLE, 2011). Nas células
hepaticas o resveratrol é, apds 4 horas, transformado nos derivados mono (3-
sulfato-resveratrol) e disulfato (3,4’-disulfato—resveratrol e 3,5-disulfato), mas
conjugados glucoronideos nao sao detectados. O resveratrol também é capaz
de induzir seu préprio metabolismo pelo aumento da atividade de enzimas
desintoxicantes da fase Il (LANCON et al., 2007).

O periodo de meia-vida do resveratrol € de 6,5 — 14,9 horas apds doses
orais, e de 7,5 — 18,8 horas apo6s doses intravenosas (WALLE et al., 2004). Os
metabolitos apresentam meia-vida similar, mas seus niveis plasmaticos, quando
comparados ao resveratrol, foram de trés a oito vezes mais elevadas nas 4
horas anteriores a fase de eliminacao urinaria (BOOCOCK et al., 2007). Apesar
da baixa biodisponibilidade, a excelente eficacia do resveratrol in vivo, pode ser
explicada por: (1) conversdo dos metabdlitos sulfatos e glucoronideos de volta
para resveratrol em orgaos alvos semelhantes ao figado (VITRAC et al., 2003;
WENZEL et al., 2005, WALLE, 2011); (2) recirculacdo entero-hepatica
envolvendo secrecdo biliar de metabdlitos do resveratrol seguida pela
desconjugacéo pela microflora intestinal e, entdo, reabsor¢cdo (MARIER et al.,
2002; WALLE, 2011); ou finalmente (3) pela acao direta de seus metabdlitos
(WALLE et al., 2004; WALLE, 2011).

Existem na literatura relatos dos efeitos bioldgicos e estabilidade dos

metabdlitos do resveratrol. Essas informagdes sao importantes para esclarecer e
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avaliar as propriedades farmacocinéticas e terapéuticas do resveratrol (WALLE
et al., 2004).

O piceatanol (3,5,3',4’-tetrahidroxiestilbeno) € um polifenol encontrado em
uvas e outras plantas (Quadro 1). Em humanos, o piceatanol é produzido como
um metabdlito principal do resveratrol pela agdo das oxigenases CYP1B1 e
CYP1A2 e pode também ser encontrado como um produto de oxidagdo em
solugdo aquosa gasosa quando submetido a radiagdo gama, gerando OH/O5’, os
radicais livres envolvidos no estresse oxidativo (CAMONT et al., 2010). Assim
como o resveratrol, o piceatanol apresenta propriedades anticancerigenas por
inducdo das vias intrinseca e extrinseca de morte celular e bloqueio da
progressao do ciclo celular (WIEDER et al., 2001; WOLTER et al., 2002; LIU;
CHANG, 2010).

Os mais abundantes metabdlitos glucoronideos do resveratrol sédo trans-
resveratrol-3-O-D-glucoronideo e trans-resveratrol-4’-O-D-glucoronideo
(COTTART et al., 2010). Estudos comprovaram que ao contrario do resveratrol,
0 3-0O e 4’-O-D-glucoronideo nado sao ativos contra células de cancer de célon.
Atividade antiviral em células infectadas com o virus HIV-1 também nao foi
comprovada para estas substancias. Entretanto, mesmo sem apresentar
atividade biolégica, esses metabdlitos podem constituir um reservatorio de
resveratrol que pode ser liberado pela agdo da enzima R-glucuronidase (WALLE
et al., 2004).

A atividade bioldgica dos sulfatos de resveratrol tem sido mais estudada
que os glucoronideos. Recentemente cinco metabdlitos sulfatados (mono, di- e
tri- sulfatos) foram sintetizados e as atividades biologicas deles testadas em um
conjunto de ensaios com a finalidade de analisar a atividade quimiopreventiva no
cancer (HOSHINO et al., 2010). Entre os derivados sulfatos, dois demonstraram
atividade: o 3 e 4’-monosulfato. O resveratrol-4’-O-sulfato se liga aos sitios da
enzima cicloxigenase (COX), inibindo sua atividade com a mesma eficacia do
resveratrol (CALAMINI et al., 2010; HOSHINO et al., 2010). O resveratrol-3-O-
sulfato é inibidor da COX-1 e citotdéxico. Em células de cancer do célon o
resveratrol-3-O-sulfato exerce um efeito  antiproliferativo.  Resultados
demonstram que os metabdlitos sulfatados sdo menos ativos que o resveratrol
exceto o resveratrol-3-sulfato. Em geral, as atividades dos metabdlitos diminuem

com o aumento do numero de grupos sulfato (HOSHINO et al., 2010).
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Rs'

R,
N O Ry (A)

3,5,4'-trihidroxi trans -estilbeno (trans-
resveratrol) (E)

R3=R5=R’4=OH; R4=R'3=R'5=H

3,3,4,5-tetrahidroxi trans-estilbeno
(piceatanol) (E)

R3=R4=R’3=R’s=0OH; R’4=Rs=H

trans-resveratrol-3-O-8 -D-glucosideo
(trans-piceid)(E)

Rs=R’3=R’4=0H; R3= O-B -D-
glucosideo;R4=R’3=R’s=H

trans-resveratrol-3-O-D-sulfato (E)

R5=R’4=OH; R3=803 ) R4=R’3=R’5=H

trans-resveratrol-4’-O-D-sulfato (E)

R3=R5=OH; R'4=SO3; R4=R’3=R’5=H

trans-resveratrol-3-O-D-glucoronideo (E)

Rs=R’4=0OH; Rs=glucoronideo

R4=R’3=R’s=H
. R3=Rs=0H; R’4=glucoronideo
trans-resveratrol-4-O-D-glucoronideo (E) R,=R’3=R's=H
Rj — Rj3
R4 ‘ R¢ (B)
Rs Rs'
cis-3,5,4’-trihidroxi estilbeno (cis-resveratrol) (Z) R3=R5=R’3=R’4=0H,;
R4=R’3=R’5=H
cis-3,3’,4,5-tetrahidroxiestilbeno (cis-piceatanol) (Z) R3=R4=R’3=R’5=0H,;
R'4=R5=H

cis-resveratrol-3-O--D-glucosideo (cis-piceid) (Z)

R5=R’3=R’4=0H; R3=0-B-
D-glucosideo;
R4=R’3=R’5=H

QUADRO 1- ESTRUTURA QUIMICA DO resveratrol, SEUS METABOLITOS E
DERIVADOS NAS FORMAS frans-(A) OU cis- (B)

FONTE: (DELMAS et al., 2011)

Em relagdo a estabilidade do resveratrol e de seus metabdlitos, analises
demonstram que a molécula original € degradada em aproximadamente 20%
apoés o tempo de incubacéao in vitro; os derivados sulfatados sao relativamente
mais estaveis (HOSHINO et al., 2010). Entretanto, o resveratrol-3-sulfato sofre
rapida degradacgéo apos exposi¢céo a luz UV e certa instabilidade apds 72 horas
em temperatura ambiente no escuro, ou quando exposto a luz visivel ou ar
(WALLE et al., 2004).
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Alguns trabalhos de biotransformacdo do resveratrol sdo descritos na
literatura. Em um deles o resveratrol (lll) foi metabolizado por enzimas lacases,
como a estilbeno oxidase, (PEZET; PONT; HOANGVAN, 1991) produzida pelo
microrganismo Botrytis cinerea. Estudos realizados por (BREUIL et al., 1998)
utilizando o mesmo microrganismo resultaram no isolamento de dehidrodimeros
dessa substancia, o frans-dehidrodimero do resveratrol (V) e resveratrol cis-
dehidrodimero (VI). A enzima lacase produzida pelo microorganismo B. cinerea
€ p- e o-difenol-oxidase (MAYER; HAREL, 1979; MAYER, 1987). Os resultados
desse trabalho sugerem que o resveratrol sofre dimerizacdo oxidativa durante a
degradacao induzida pelo microrganismo em videiras o que leva a formagao do
trans-e-viniferin um composto encontrado em uvas (LANGCAKE; PRYCE, 1977),
e que o acoplamento de duas unidades de resveratrol envolve os grupos
fendlicos situados na posicdo 4 do anel estilbeno. Assim o mecanismo de
oxidagao provocado no resveratrol por lacases de B. cinerea resultam na
dimerizagao de unidades de estilbeno substituidas na posigéo p-hidroxi (BREUIL
et al., 1998).

()

(V)
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Outro trabalho realizado por (CICHEWICZ; KOUZI, 1998) relata a
introdugdo de uma molécula de R-D-glucose na estrutura original do trans-3,4’,5-
trinidroxiestilbeno (lll) utilizando doze culturas de cepas diferentes da bactéria
Bacillus cereus , porém das doze somente a Bacillus cereus Ul 1477 foi capaz
de modificar a molécula do tfrans-resveratrol formando o metabdlito trans-piceid
(VIl) (Esquema 2), previamente isolado varias espécies de plantas
(JAYATILAKE et al., 1993) e também sintetizado (MANNILA; TALVITIE;
KOLEHMAINEN, 1993). Esse composto tem ampla variedade de atividades
bioldgicas (JAYATILAKE et al, 1993; KIMURA; OKUDA; KUBO, 1995;
MERILLON et al., 1997; ORSINI et al., 1997).

Estudos como este, possuem como objetivo a sintese de analogos
potencialmente mais ativos no organismo humano que a substancia original,
nesse caso o resveratrol, utilizando para essa finalidade culturas microbianas in
vitro, ou seja, o processo de biotransformacdo (CICHEWICZ; KOUZI, 1998).
Esses analogos ou metabdlitos do resveratrol podem possuir uma
biodisponibilidade maior que 0 mesmo ja que essa € a principal desvantagem do
resveratrol, portanto analogos podem se tornar mais biodisponiveis devido a
alteracdes estruturais e consequentemente exercer um efeito terapéutico maior
(THAKKAR; GEAHLEN; CUSHMAN, 1993; ORSINI et al., 1997).
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B. cereus

R=H R= B-D-glucose
(111 (vi)

ESQUEMA 2- BIOTRANSFORMACAO DO RESVERATROL EM PICEID.
FONTE: (CICHEWICZ; KOUZI, 1998)

Modificagdes na estrutura do resveratrol, visando um aumento na sua
biodisponibilidade estdao sendo feitas continuamente por sintese quimica
(OHGUCHI et al., 2003; ANDRUS; LIU, 2006; HORVATH et al., 2007; FAIS et
al., 2009; CHOI et al., 2010) e também, com utilizacdo de enzimas purificadas
extraidas de microrganismos (NICOTRA et al., 2004; WILKENS et al., 2009;
NAVARRA et al., 2010). Uma dessas reacbes de biocatalise foi realizada
utilizando enzimas lacases isoladas dos microrganismos Mycelyopthora
thermophyta e Trametes pubescens, a reagao de biocatalise do resveratrol na
presenga da enzima levou a obtencdo do resveratrol-trans-dehidrodimero (V)
demonstrado a seguir (NICOTRA et al., 2004). O mesmo composto obtido no
processo de biotransformacgéo realizado por (BREUIL et al., 1998) utilizando o
microrganismo Botrytis cinerea em experimentos de biotransformagdo com o

resveratrol.

(V)
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Lacases sao oxidorredutases (conhecidas como “oxidases azul”), um tipo
de enzima encontrada em fungos, bactérias e algumas plantas superiores. Elas
sdo capazes de catalisar a oxidagao de varias substancias fendlicas (MAYER;
STAPLES, 2002). As lacases demonstram uma versatilidade excepcional de
substratos que s&o capazes de utilizar tornando-se, portanto biocatalisadores
potencialmente adequados para oxidacdo branda de compostos organicos. Até
agora a principal limitagao para o seu uso tem sido a escassa disponibilidade, no
entanto, principalmente para satisfazer a demanda de processos “verdes” na
industria téxtil, de papel e celulose algumas dessas enzimas tém sido clonadas e
produzidas e estdo se tornando comercialmente disponiveis. Na literatura
existem relatos em relagao as aplicacdes sintéticas das lacases que podem ser
divididas em dois grupos. No primeiro estas enzimas sdo usadas para oxidar
uma substancia quimica adequada 2,2’,6,6’ tetrametilpiperidina-N-oxil (Tempo)
que volta como um “mediador” para a oxidagédo de alvos sintéticos, um exemplo
€ a lacase mediando a producdo de aldeidos a partir do correspondente alcool
(FABBRINI et al., 2001).

Laccase, O
R-CH,OH » R—-CHO
TEMPO, r.1.

A segunda aplicacdo descreve a oxidagao direta de derivados fendlicos,
como estradiol e penicilina produzindo dimeros e oligbmeros de alto peso
molecular, as principais desvantagens destes processos biocataliticos sdo as
extensas polimerizagbes que possam surgir no processo oxidativo gerando uma
mistura complexa de oligbmeros de polifénois (AKTAS et al., 2001).

Outro exemplo de trabalho de biocatalise utilizando enzimas isoladas foi
realizado por (NAVARRA et al., 2010), esses pesquisadores realizaram a
oxidacao dos compostos fendlicos: p-cresol; 3,4-dimetilfenol, tirosol e 2’-O-acetil-
tirosol, mediada por enzimas lacases isoladas obtidas comercialmente.

A obtengao do trans-dehidrodimero do resveratrol, realizada por Nicotra e

colaboradores, foi reproduzido em 2009 através do processo de
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biotransformacdo do resveratrol, utilizando enzimas peroxidases adquiridas
comercialmente (WILKENS et al., 2009).

Devido as diversas atividades biolégicas do resveratrol e sua baixa

biodisponibilidade in vivo, mudangas na sua estrutura quimica visando uma

maior atividade terapéutica se torna necessaria. Considerando o pequeno

numero de estudos com biotransformacao do resveratrol descritos na literatura,

resolvemos usar esta técnica para a modificagdo na estrutura do frans-

resveratrol visando uma melhora na sua biodisponibilidade e/ou alterar suas

atividades biolégicas. Para isso foi utilizado o processo de biotransformacao com

células de diferentes géneros de fungos.

2

2.1

OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Obter derivados bioativos do resveratrol por biotranformagdo com fungos

selecionados e avaliar a atividade citotdxica desses derivados.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Selecionar fungos que possam ser utilizados em processo de
biotransformacao.

Selecionar aqueles que apresentem desenvolvimento adequado as
condicdes necessarias ao processo de biotransformacao.

Em escala analitica, submeter o ftrans-resveratrol ao processo de
biotransformagao com os fungos selecionados.

Analisar por CCD a produgado de metabdlitos originados do frans-resveratrol
pelo processo de biotransformacéo.

Selecionar os fungos produtores de metabdlitos obtidos em escala analitica
e submeté-los a0 mesmo processo, mas em escala preparativa.

Isolar, purificar e caracterizar os metabdlitos produzidos por métodos

cromatograficos e técnicas espectroscopicas.
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X/
X4

% Avaliar o potencial biolégico dos derivados obtidos em ensaios preliminares
de proliferagao celular em sistema de cultura in vitro usando células McCoy,
Hela e B16F10 e comparar o potencial biolégico dos derivados obtidos com

o do trans- resveratrol.

3 EXPERIMENTAL

3.1 MATERIAIS

a) Suportes para cromatografia:
O tipo de fase estacionaria utilizada variou de acordo com o tipo de
separagao:
% Nas separagdes realizadas por cromatografia em camada delgada
centrifuga (CCDC) utilizou-se silica Si-60 PF254 com sulfato de calcio
(Merck, lote. 7749). Os rotores foram preparados com uma camada de

silica com 1 mm de espessura.

K/

% Para cromatografia liquida a vacuo realizada em coluna, utilizou-se
silica Si-60 (Merck), particulas 5-40 um. Para cromatografia liquida por
gravidade realizada em colunas finas, foi utilizado silica Si-60 (Merck)
particulas 0,040-0,063 mm.

% Para cromatografia em camada delgada (CCD), utilizou-se Si-60

K/

PF254 (Merck) como adsorvente, com espessura de 0,2 mm.

b) Solventes:

Para as extracbes e sistemas cromatograficos foram utilizados solventes
de grau comercial, os quais foram destilados antes do uso. Os espectros de
RMN foram obtidos utilizando solventes deuterados da Acros e Sigma (98.0-
99,9%), nos espectros de massa foram utilizados solventes UV/HPLC (Vetec®,

Brasil).

c) Reveladores de CCD:
As revelagdes dos cromatogramas em CCD foram feitas com solugao de

vanilina sulfurica (vanilina, etanol e acido sulfurico) e aquecimento.
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d) Meios de cultivo dos fungos:
Para a manutencdo dos microrganismos, foram utilizados os meios de
cultura BDA (Biobras). Para o processo de biotransformacao, usou-se glucose

anidra (20 g/L - Biotec), extrato de malte (8 g/L) e extrato de levedura (4 g/L).

e) Os fungos utilizados nos experimentos foram gentilmente cedidos pela Prof2.
Ida Chapaval Pimentel, Departamento de Patologia Basica, Universidade

Federal do Parana.

3.2 EQUIPAMENTOS UTILIZADOS

a) Chromatotron:
A cromatografia em camada delgada centrifuga (CCDC) foi realizada em

aparelho Chromatotron.

b) Espectrémetros de RMN:
Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN 'H),
de carbono-13 (RMN 'C) foram obtidos em espectrometros Bruker Avance DRX

200 e Bruker Avance DPX 400, operando a 4,7 e a 9,4 Tesla, respectivamente.

c) Equipamento de InfraVermelho (1V)
Os espectros no IV foram obtidos em aparelho Bruker, modelo Vertex 70,
operando no modo de transmitancia. As amostras foram preparadas na forma de

pastilhas de (KBr ) e os resultados expressos em niimero de onda (cm™).

d) Espectrdbmetro de massa
Os espectros de massas foram obtidos em equipamento Bruker Compass
(quadropolo, modo negativo, electrospray-ESI) do laboratério de espectometria

de massas (Centro de Biologia Molecular Estrutural) da UFSC.

e) Autoclaves verticais:
Para esterilizacdo dos materiais e dos meios de cultura, foi utilizada

autoclave vertical Phoenix.
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f) Camara de fluxo laminar:
As manipulagdes dos microrganismos foram realizadas em cabine de

seguranca bioldgica (Trox technic M536-AD4).

g) Agitador incubador orbital:
Os experimentos foram realizados em agitador-incubador orbital Tecnal
TE-421 a 28° C e 150 rpm.

h) Rotaevaporador:
A eliminagdo dos solventes nos extratos e fragdes foi realizada em

evaporador rotativo Tecnal TE-210.

i) Ultrassom:
Ultra-sbnica Cleaner Unique USC700 foi usado para dissolugdo da

amostras.

j) Fotdmetro de microplaca
Para leitura espectrofotométrica dos ensaios de avaliacdo da proliferacao

celular utilizou-se o leitor de microplacas Multiskan Fc, Thermo Scientific.

3.3 SUBSTRATO

O trans-resveratrol utilizado como substrato para a biotransformacéo foi
adquirido da empresa Pharmanostra, e obtido das raizes de Polygonum
cuspidatum Sieb., originaria da China e foi caracterizado por EM, RMN 'H e °C,
DEPT 135 e IV.

3.4 METODOS

3.4.1 Biotransformacao em escala analitica (screening)
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3.4.1.1 Manutenc¢ao das cepas

Os fungos foram mantidos sob refrigeracdo em meio de cultura solido
BDA. Para a ativacdo metabdlica dos fungos, a cada 15 dias, novo meio de

cultura foi preparado e nova inoculacéo foi realizada.

3.4.1.2 Fungos

Nos experimentos em escala analitica, dezenove cepas de diferentes

fungos, descritos no Quadro 2, foram usadas:

QUADRO 2: FUNGOS UTILIZADOS NOS EXPERIMENTOS EM ESCALA ANALITICA

1 Acremonium 321

2 Acremonium 193
3 Aspergillus S 195
4 Chartomium 56

5 Dematium sp. 328
6 Bipolaris sorokiniana
7 Geotrichum sp. 168
8 Fusarium 162

9 Penicillium sp. 64
10 Gibberella LB3

11 LB3-2b

12 LB3A-Penicillium sp.
13 LB3B-Penicillium sp.
14 LB3-12 a

15 LB3C-Penicillium sp.
16 LB3-Fusarium sp.
17 LB3-Mycelia sterilia
18 LB3-19 a

19 LB3-20 a
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3.4.1.3 Experimentos em escala analitica

Inicialmente foram preparados 2 L de meio de cultura, constituido de
glucose anidra, extrato de malte e extrato de levedura, o qual foi esterilizado em
autoclave por 15 minutos, a 121° C e 1 kg.F/cm2 de pressao. Sob esterilidade,
cada fungo foi inoculado em dois frascos contendo 50 mL de meio, um como
teste e um controle; os frascos foram mantidos sob rotacdo constante de 150
rpom, a 28° C, por um periodo que variou de 24 a 72 horas (Tabela 1).

TABELA 1: TEMPO DE CRESCIMENTO DOS FUNGOS APOS INOCULACAO

N° Fungos selecionados Tempo de crescimento
1 Acremonium sp. (321) 72 horas
2 Acremonium sp. (193) 48 horas
3 Aspergillus sp. (S 195) 24 horas
4 Chartomium sp. (56) 48 horas
5 Dematium sp. (S 328) 48 horas
6 Bipolaris sorokiniana 72 horas
7 Geotrichum sp. (S 168) 48 horas
8 Fusarium sp. (162) 24 horas
9 Penicillium sp. (64) 72 horas
10 Gibberella sp. (LB3) 48 horas
11 LB3-2b 48 horas
12 Penicillium sp.(LB3A) 24 horas
13 Penicillium sp.(LB3B) 72 horas
14 LB3-12 a N&o houve crescimento
15 Penicillium sp.(LB3C) 48 horas
16 Fusarium sp. 72 horas
17 Mycelia sterilia 48 horas
18 LB3-19a 48 horas
19 LB3-20 a 48 horas

Apos o periodo de crescimento peculiar de cada fungo, foram adicionados
nos frascos testes 0,5 mL de uma solugéo de frans-resveratrol em acetona (20

mg/mL). Nos frascos controle foi adicionado somente o solvente acetona.
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Os fungos foram mantidos em agitador orbital a 150 rpm e 28 °C por mais
7 dias. O caldo foi entao filtrado em funil de Bichner e o micélio lavado com
agua destilada (20 mL), com cloroférmio (3 X 20 mL) e acetato de etila (3 X
20ml). O filtrado foi transferido para um funil de separagao e foi extraido com
cloroférmio (2 X 20 mL) e com acetato de etila (3 X 20 mL).

As fases organicas foram reunidas e evaporadas a secura. O extrato foi
entdo analisado por CCD, onde se fez a comparacéo entre as amostras testes e

controle. A fase aquosa foi descartada no final.

3.4.2 Biotransformacao em escala preparativa

Dos fungos testados, somente as cepas de Bipolaris sorokiniana e de
Penicillium sp. (64) apresentaram a formacdo de compostos visualizados por
CCD. Dessa forma, esses fungos foram selecionados e pré-inoculados
individualmente em frascos contendo 50 ml de meio de cultura, que foram
mantidos em agitagdo continua por 48 horas, a 28° C, a 150 rpm. Esta
metodologia esta ilustrada na Figura 2.

Ap0os esse periodo, foram transferidos para frascos com cerca de 200 mL
de meio de cultura e incubados por 48 horas; em seguida, 4 ml da solugéo de
trans-resveratrol previamente dissolvidos em acetona (20 mg/mL) foram
adicionados em cada frasco, totalizando ao final dezesseis frascos para cada
fungo, sendo que um frasco foi mantido como controle negativo (Figura 3).

Apos sete dias os caldos foram filtrados em funil de Buchner e o micélio
foi lavado com 50 mL de agua destilada, 100 mL de cloroférmio e 100 ml de
acetato de etila e depois sonicado com 50 mL de acetato de etila (Figura 4). O
filtrado foi transferido para um funil de separagéo e extraido com cloroférmio (3 X
100 mL) e com acetato de etila (3 X 100 mL). As fragdes organicas foram

agrupadas e o solvente evaporado.



FIGURA 2- PROCESSO UTILIZADO PARA A BIOTRANSFORMACAO DO
trans-resveratrol POR MEIO DAS ESPECIES Bipolaris sorokiniana e Penicillium
sp. (64); (A) INOCULACAO DOS FUNGOS; (B) BIOMASSA DO FUNGO
Bipolaris sorokiniana AO TERMINO DA BIOTRANSFORMACAO; (C) FRASCOS
MANTIDOS EM AGITADOR; (D) FRASCOS SENDO AUTOCLAVADOS

FIGURA 3- ILUSTRACAO DO PROCESSO DE B!OTRANSFORMACAO,
MOSTRANDO DETALHES DO CRESCIMENTO FUNGICO ANTES DA
EXPOSICAO AO trans-resveratrol

50
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FIGURA 4- MICELIO DE B. sorokiniana. APOS FILTRAGAO

3.4.2.1 Isolamento, purificagao e identificagdo dos metabdlitos

Os isolamentos dos metabdlitos gerados por biotransformagado foram
realizados por CCD, CCDC (Figura 5), cromatografia liquida a vacuo e
cromatografia em coluna. Sua caracterizacdo foi feita por RMN 'H e de '°C,
DEPT, HSQC, HMQC, IV e espectometria de massa (EM).

FIGURA 5- PROCESSO DE PURIFICAGAO DOS DERIVADOS POR
CROMATOGRAFIA CENTRIFUGA; (A) VISUALIZACAO EM 254 NM; (B)
VISUALIZACAO EM 380 NM
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3.4.3 Atividades bioldgicas do frans-resveratrol e dos derivados obtidos

Para determinacao do efeito de proliferagao celular do trans-resveratrol,
do trans-dehidrodimero do resveratrol e do trans-resveratrol-4’-O-metil-5-O-
acetil-3-O-B-glucosideo obtidos no processo de biotransformagdo foram
utilizadas (1) células de melanoma murino B16F10, gentiimente cedidas pela
Professora Dra. Glaucia R. Martinez, Dep. de Bioquimica, UFPR, (2) células
Hela, originadas de carcinoma epiderméide do colo de utero, e (3) células
McCoy, uma linhagem de fibroblastos de camundongo, ambas adquiridas do
Instituto Adolfo Lutz. O controle dos cultivos foi monitorado em microscépio
optico invertido BIOVAL, modelo XDS-1B.

3.4.3.1 Solucgdes

Meio RPMI 1640

Meio de cultivo RPMI 1640 (Himedia, Japao) foi dissolvido em agua ultra
pura obtida em Sistema MilliQ, conforme instrugdes do fabricante para o preparo
de um litro, e suplementado com 2 mM de bicarbonato de sédio, 0,3g de
penicilina G e 100 mg/ml mg de sulfato de estreptomicina. O pH foi ajustado com
solucdo de NaOH 1N para 7,2. O meio foi esterilizado por filtragdo a vacuo em
fluxo laminar e armazenado a —10° C. Quando em uso, foi armazenado de 4-8°
C por, no maximo, 14 dias. Para a manutengcao dos cultivos, RPMI 1640 foi

suplementado com 10 % (v/v) de soro bovino fetal (Cultilab, Campinas, SP).

Solugéo salina tamponada com fosfato de Dulbecco A

A solugao tampéo (PBS) foi preparada dissolvendo-se cloreto de potassio
(KCI) 2g/L, fosfato diacido de potassio (KH,PO4) 2g/L, cloreto de sédio (NaCl) 80
g/L e fosfato dibasico de soédio (Naz.HPO,4.7H,O) 22g/L em agua ultra pura. A
esterilizacdo da solugao foi realizada em autoclave e a mesma foi armazenada a
4-8° C.

Solugao de tripsina-EDTA a 0,05%
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Tripsina 195 U/mg (Worthington Biochemical Corporation) 195 U/mg, foi
dissolvida na proporgao 1:400 em PBS. A solucédo foi diluida na proporgéo 1:5
com PBS contendo 0,02 g de EDTA dissédico, obtendo-se uma solugdo de
tripsina a 0,05% que, em seguida, foi esterilizada através de filtragdo por
membrana de acetato de celulose com poros de 0,22 um de didametro e mantida
a -30° C até o uso.

Solugdes-Estoque de Resveratrol e derivados

As substancias trans-resveratrol, trans-dehidrodimero e trans-resveratrol-
4’-O-metil-5-O-acetil-3-O-B-glucosideo  foram inicialmente preparadas na
concentracdo de 0,05M em DMSO; posteriormente, foram diluidas em meio
RPMI 1640 contendo 0,1% de DMSO e mantidas a -30° C e ao abrigo de luz até

uso.

Solucao de MTT
A solucéo de brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio foi

preparada em PBS a 5 mg/mL e armazenada a -25° C até uso.

3.4.3.2 Manutengao das linhagens B16F10, Hela e McCoy

As células foram mantidas em meio RPMI 1640 suplementado com 300
mg/L de penicilina G, 300 mg/L de sulfato de estreptomicina e 10% de soro
bovino fetal, a 37° C em garrafas de 25 cm? (TPP, Suica) em um volume de 10
mL/frasco. A cada 3-4 dias, as culturas foram repicadas a 3x10* células/mL apds

tripsinizagdo com solugao de tripsina-EDTA 0,05%.

3.4.3.3 Proliferagao celular

Para os ensaios de proliferacdo celular, 10° células/ml células foram
semeadas em placas de 96 pocos e mantidas a 37° C, em atmosfera umida
contendo 5% de CO,. Quando apresentando confluéncia de cerca de 80%, as
células foram tratadas com concentragdes crescentes (12,5 a 800 uM) de cada

substancia por 24 horas. A proliferacdo celular foi determinada pelo ensaio
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colorimétrico do MTT, baseado na metodologia de Mosmann (1983) com
algumas modificagdes

As células foram tratadas por 3 horas com solugdo de MTT (15 pL/pogo).
Em seguida, o sobrenadante foi removido e 150 pL/pogco de DMSO foram
adicionados; a placa ficou sob agitacdo por 15 minutos e, em seguida,
submetida a leitura espectrofotométrica a 570nm. Neste ensaio quando a cultura
celular transforma o MTT em formazan (de coloragao purpura), e a absorvancia
é lida em 570 nm, esta é diretamente proporcionais a atividade de
desidrogenases mitocondriais presentes em células viaveis (MOSMANN, 1983),
portanto proporcional ao numero de células viaveis. O resultado é comparado
com a absorbancia de uma cultura de células controle, tratada da mesma
maneira. Os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados
expressos em % de células vivas em relagdo ao controle (células sem
tratamento), para o qual foi atribuido 100 %. A concentragao de 2,5% de DMSO

foi utilizada em todos os experimentos como controle positivo de morte celular.

3.4.3.4 Analises estatisticas

Os resultados de atividades bioldgicas estdo apresentados como a média
+ desvio padrao (DP) das varias repeticbes dos experimentos. Para analise
estatistica dos resultados, usou-se o teste “t” de Student e a Analise de
Variancia (ANOVA), com execugcdo do teste de Tukey. Os calculos foram
realizados utilizando os programas GraphPad-Prism 5, versao 2007, e Microsoft
Office Excel 2010. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente

significativos.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 TRIAGEM DE DEZENOVE FUNGOS

Na etapa inicial do processo de biotransformacdo, os dezenove fungos

selecionados foram expostos ao trans-resveratrol. Apos filtracdo e extragao, o
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extrato resultante de cada processo foi analisado por CCD e comparado com o
controle, constituido somente de meio de cultura e o solvente utilizado para
solubilizar o resveratrol.

De todos os fungos testados, somente dois apresentaram metabdlitos
novos frente ao substrato trans-resveratrol: o Penicillium sp.(64) e o Bipolaris
sorokiniana. Com esses resultados, esses dois fungos foram selecionados para

serem utilizados para biotransformagao em escala preparativa.

4.2 BIOTRANSFORMACAO POR Bipolaris sorokiniana

O experimento em escala preparativa com o trans-resveratrol e o fungo B.
sorokiniana (Figura 6) confirmou o resultado da etapa de triagem levando a
obtencdo de um derivado, denominado derivado (1) até sua identificagdo, com
polaridade maior que o composto de origem.

No experimento em escala preparativa, atencao especial foi dada ao
micélio, pois muito do substrato inicial ou do metabdlito produzido permaneceu
dentro ou aderido ao micélio sendo necessario provocar a ruptura celular através
da maceracdo do mesmo e imersao em acetato de etila por um dia ou em banho
ultrassonico (BELTER; CUSSLER; HU, 1991).

Como ilustrado de forma mais detalhada no esquema 3, apds a
fermentacao, o caldo foi filtrado e extraido, obtendo-se 1,31 g de extrato bruto.
Este foi submetido a cromatografia liquida a vacuo (secao 3.1 A). Apds eluicéao
com varios gradientes de diclorometano e metanol, as fragdes coletadas foram
analisadas por CCD. As fragdes de interesse foram, entdo, selecionadas e
submetidas a nova purificagdo por meio de cromatografia centrifuga, como
descrito na seg¢ao (3.1 A). Apds reunido das fragcbes semelhantes e evaporagao
do solvente foi obtido um sdlido branco (45 mg). O metabdlito de interesse foi

observado em placa de CCD (Figuras 7 e 8).



56

FIGURA 6— FUNGO Bipolaris sorokiniana: ASPECTOS DA CULTURA; (A)
CRESCIMENTO EM TUBO DE ENSAIO; (B) CRESCIMENTO EM PLACAS DE
PETRI

Bipolaris sorokiniana

trans-resveratrol (1,20 g)

Extrato bruto / rendimento = 1,31 g

Derivado 1= 45 mg

ESQUEMA 3- ETAPAS DE OBTENCAO DO DERIVADO 1 POR BIOTRANSFORMACAO DO
trans-resveratrol PELO FUNGO B. sorokiniana
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Derivado 1 Controle  Resveratrol

FIGURA 7- CCD ILUSTRANDO A DETECGAO DO DERIVADO 1
PRODUZIDO POR BIOTRANSFORMAGCAO DO trans-resveratrol PELO
FUNGO B. sorokiniana. FM- CH,CI,:CH,OH (80:20); REVELADOR:
VANILINA SULFURICA

DERIVADO 1 RESVERATROL

FIGURA 8- CCD DO DERIVADO 1 PRODUZIDO PELO FUNGO B.
sorokiniana, APOS PURIFICACAO.FM: CH,ClI,:CH,OH (90:10);
REVELADOR: VANILINA SULFURICA

4.3 BIOTRANSFORMAGCAO POR Penicillium sp. (64)

O experimento em escala preparativa com o trans-resveratrol e o fungo

Penicillium sp. (64), cujos aspectos de cultivo estdo ilustrados na Figura 9,
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também confirmou o resultado obtido na etapa de triagem, produziu um

metabdlito que sera doravante denominado derivado 2 até sua identificagao.

FIGURA 9- FUNGO Penicillium sp. (64): ASPECTOS DE CULTIVO; (A) CRESCIMENTO EM
TUBO DE ENSAIO; (B) PLACAS DE PETRI

O esquema 4 resume os rendimentos obtidos em cada uma das etapas
usadas para a biotransformacao do trans-resveratrol pelo Penicillium sp. (64).

Da mesma forma como para o processo anterior, apods fermentacao, o
caldo da cultura foi submetido a filtracdo e extraido com solventes organicos,
obtendo-se 950 mg de extrato bruto. Este foi submetido a cromatografia liquida a
vacuo.

A eluicdo foi realizada com gradientes de acetato de etila e metanol
(secdo 3.1 A) e as fragbes resultantes analisadas por CCD. As fragdes de
interesse foram selecionadas e submetidas a nova purificacdo utilizando
cromatografia centrifuga (secéo 3.1 A). As Figuras 10 e 11 ilustram as CCD

desses procedimentos.
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Penicillium sp (64)

trans-resveratrol (1,2 g)

l

Extrato bruto rendimento = 950 mg

l

Derivado 2 = 35 mg

ESQUEMA 4- ETAPAS DE OBTENCAO DO DERIVADO 2 OBTIDO NA BIOTRANSFORMAGAO
DO ftrans-resveratrol PELO FUNGO Penicillium sp. (64)

"

Derivado 2 Resveratrol

FIGURA 10- CCD DA FASE ANALITICA DEMONSTRANDO O
DERIVADO 2 OBTIDO DO EXTRATO BRUTO PRODUZIDO PELO
FUNGO Penicillium sp. (64). FM: AcOEt:CH,OH (90:10); REVELADOR:
VANILINA SULFURICA
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FIGURA 11- CCD DO DERIVADO 2 PRODUZIDO PELO FUNGO Penicillium
sp. (64), APOS PURIFICAGAO. FM: AcOEt:CH,OH (80:20); REVELADOR:
VANILINA SULFURICA

4.4 CARACTERIZACAO DO SUBSTRATO

O trans-resveratrol possui férmula molecular C14H1,03 € massa molar de
228,24 g/mol; apresenta-se como po fino com coloragao creme, bastante soluvel
em acetona e etanol, pouco soluvel em agua e insoluvel nos demais solventes,
dados que conferem com a literatura (COTTART et al., 2010; LEE et al., 2010).
Como este composto foi adquirido comercialmente, sua natureza quimica foi
confirmada por espectometria de massa (EM) (Figura 12), de IV (Figura 13),
RMN "H (Figura 14 e Tabela 2) e de *C (Figura 15 e Tabela 3), e DEPT (Figura
16 e Tabela 4).

O espectro de massas apresentou o pico do ion molecular em m/z 226,9
[M-H]', correspondendo a massa de m/z 228 g/mol (M), para um composto com

formula molecular C44H1203, 0 trans- resveratrol.
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FIGURA 13- ESPECTRO NO INFRAVERMELHO DO TRANS-RESVERATROL



62

O espectro no IV obtido para o trans-resveratrol comercial (Figura 13)
mostrou uma banda larga referente ao estiramento O-H em 3298 cm™; em 1558

cm’”’

, 0 estiramento C=C do anel aromatico e, em 1507 cm™, uma banda
referente a ligacdo C=C da olefina, confirmando a identidade quimica do trans-
resveratrol. Ainda, a comprovagao que o resveratrol utilizado nos experimentos
era o composto com isomeria frans veio com a absorcdo em 971 cm’, a qual é
caracteristica desse padréao de substituicao (PAVIA et al., 2010); a banda
referente ao estiramento C-O foi detectada em 1154 cm™. O padrdo de
substituicdo do anel aromatico também foi analisado, onde o padréo de
substituicdo meta e para foi confirmado devido aos sinais em 692 e 820 cm™,
respectivamente, caracteristicos desse tipo de substituicdo. Todos esses dados
corroboram com aqueles fornecidos pela literatura (SHI 2008;
MUKHERJEE et al., 2011).

A andlise do trans-resveratrol (lll) por RMN de 'H (Figura 14, tabela 2)

et al,

também forneceu dados compativeis com os da literatura (LEE et al., 2010).

TABELA 2- DADOS DO trans-resveratrol (CD3),CO; 200 MHz

trans--resveratrol' RMN &' H (ppm)

trans-resveratrol”> RMN 5'H (ppm)

7,43 (2H, d, J= 8.6Hz, C2’, C6-H)

7,31 (2H, d, J=8.4 Hz, C2’, C6’-H)

7,05 (1H, d, J= 16.3 Hz,H olefina)

6,92 (1H, d, J= 16.2 Hz,H olefina )

6,96 (1H, d, J=16.4Hz,H olefina)

6,74 ( 1H, d, J=16.2Hz,H olefina)

6,83 (2H, d, J=8.6Hz, C3’, C5’-H)

6,80 ( 2H, d, J=8.1Hz, C3’, C5'-H)

6,57 (2H, s, C2, C6-H)

6,46 (2H, s, C2, C6-H)

6,30 (1H, t, J=2.1Hz, C4-H

6,25 (1H, s, C4-H)

8,43 (3H, sl, OH)

9,05 (2H, sl, OH)

9,30 ( 1H, sl, OH)

NOTA: 'RMN "H dados experimentais; (CD5),CO, 200MHz, ppm)
’Dados da literatura, *Lee et al, 2010; (CD;),CO, 300MHz, ppm)

-------- dado néo identificado no experimento
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FIGURA 14- ESPECTRO DE RMN 'H (200 MHz,(CD3),CO) DO trans-resveratrol;
EXPANSAO DA REGIAO ENTRE & 6,30 A 7,50 ppm (8 ppm)

O espectro de RMN de "H do trans-resveratrol indicou a presencga de sete
hidrogénios ligados a carbonos aromaticos: trés dubletos em &, 6,57, &4 6,83, e
Oy 7,43 e um tripleto em &y 6,30, sendo que alguns hidrogénios apresentam o
mesmo valor de deslocamento devido a simetria encontrada na molécula. Sinais
caracteristicos dos hidrogénios ligados ao grupamento olefina C=C foram
detectados como dubletos em &4 6,96 e by 7,05; devido ao valor da constante de
acoplamento J ° (16.4 e 16.3 Hz respectivamente) dos atomos de hidrogénio se
comprova a presenga do estereoisébmero frans do resveratrol. Em alcenos, as
constantes de acoplamento J ® em atomos de hidrogénio que sdo cis entre si
tém valores proximos de 10 Hz, enquanto que as constantes de acoplamento J °
em atomos de hidrogénio que sao trans entre si sdo maiores que 16 Hz (PAVIA
et al., 2010). A presenga do hidrogénio do grupamento O-H também foi
detectado como um singleto largo em &y 8,43. Pela integracéo foi possivel
comprovar a presencga de trés grupamentos OH na modlecula do resveratrol.

Estes dados (Tabela 2) estao de acordo com os da literatura (LEE et al., 2010).



TABELA 3- DADOS DE RMN™ C DO trans-resveratrol (CD5),CO, 50 MHz)
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resveratrol' RMN 5"°C(ppm) | resveratrol* RMN &"°C(ppm) DEPT®
101,82 (C4) 103,22 (C4) 128,22 (CH)
104,81 (C2, C6) 105,86 (C2, C6) 127,92 (CH)
115,57 (C3,, C5) 116,80 (C3, C5) 125,91 (CH)
129,07 (C1’) 126,82 (C1’)

127,85 (C2, C6) 128,75(C2, C6) 104,82 (CH)
125,92 (C7 olefina) 129,18 (C olefina) 101,80 (CH)
128,25( C 8 olefina) 129,54 (C olefina) 101,80 (CH)

140,00 (C1) 140,53 (C1)
157,25 (C4’) 158,07 (C4’)

158,65 (C3,C5)

159,35 (C3, C5)

NOTA: '/RMN ™C (CD3),CO, 50 MHz, ppm) (Dep. Quimica UFPR)
’Dados da literatura, ’Lee et al, 2010; (CD5),CO, 75 MHz, ppm)
*DEPT (CD3),CO, 50 MHz, ppm) (Dep. Quimica UFPR)

Na analise espectrométrica por RMN "*C, como mostrado na Figura 15 e

Tabela 3, sinais correspondentes aos doze carbonos aromaticos do trans-
resveratrol [C-4 (& 101,82), C-2 e C-6 (0 104,81), C-3' e C-5 (0 115,57), C-1" (&
129,07), C-2’ e C-6’ ( & 127,85), C-1 (d 140,00), C-4’ ( 6 157,25), C-3e C-5(d

158,65)] foram encontrados em regido mais desblindada do espectro (6 100 a

160). Ainda, foram observados sinais na regiao das olefinas correspondentes

aos carbonos n3o saturados sp* C-8 (5 125,92) e C-7 (5 128,25).

A caracterizacdo de cada carbono foi auxiliada pela analise do espectro

de DEPT 135 (Figura 16). Analisando o espectro de DEPT e comparando com o

espectro de RMN 'C foram caracterizados os 14 atomos de carbono do trans-

resveratrol (Tabela 4).



65

S R 1 H_

T T T T T T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

mjwwwww hMWJ P A “‘H“.‘ by

T T T T T T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

FIGURA 15- (A) ESPECTRO DE RMN-"°C (50 MHz, (CD;),CO), DO trans- resveratrol; (B)
EXPANSAO DA REGIAO ENTRE & 95,0 A 160,0 ppm (5 ppm)
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FIGURA 16- ESPECTRO DE DEPT 135 (50 MHz, (CD3),CO) DO trans-resveratrol (0 ppm)

Carbono CH; CH; CH Cq

Total=14 0 0 9 5

TABELA 4- CARACTERIZAGAO DOS CARBONOS DO trans-resveratrol

Tendo em vista as caracteristicas gerais da estrutura do trans-resveratrol
no espectro de RMN *C, os sinais observados se mostraram de conformidade

com os dados descritos na literatura (LEE et al., 2010).

4.5 CARACTERIZAGAO DOS METABOLITOS ISOLADOS

4.5.1 Caracterizacdo dos metabdlitos obtidos por biotransformagao do trans-

resveratrol com o fungo B. sorokiniana
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O processo de biotransformacéo do trans-resveratrol pelo fungo B.
sorokiniana levou a formacao do derivado 1, cuja estrutura quimica, de férmula
molecular C,3H220g, foi identificada, com o auxilio das técnicas de espectometria
de massa EM (Figura 17), IV (Figura 18), RMN 'H (Figura 19 e Tabela 5) e de
3C (Figura 22 e Tabela 6), e DEPT (Figura 25 e Tabela 7), como sendo o trans-
dehidrodimero do resveratrol (V).

(V)

Intens. DENUFPROO.d: -MS
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FIGURA 17- ESPECTRO DE MASSAS DO trans-dehidrodimero do resveratrol MODO DE
IONIZACAO NEGATIVO
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O espectro de massas (Figura 17) apresentou o pico do ion molecular
em m/z 453,3 [M-H], correspondendo a massa de m/z 454,3 g/mol (M’), para
um composto com formula molecular CysH2206, 0 trans-dehidrodimero do
resveratrol obtido neste trabalho.

O espectro no IV do trans-dehidrodimero do resveratrol (Figura 18)
apresentou semelhangas com o espectro do seu substrato, sendo coerente
com os dados encontrados na literatura (CICHEWICZ; KOUZI; HAMANN,
2000). Neste contexto, uma banda larga referente ao estiramento O-H foi
detectada em 3340 cm™ o estiramento C=C do anel aromatico foi encontrado
em 1602 cm™; em 1490 cm™ visualizou-se uma banda referente a ligagdo C=C
da olefina, como no caso do trans-resveratrol. Também se observou uma
banda em 963 cm™, caracteristica da estereoquimica em torno da ligacéo dupla
na olefina do tipo trans; o estiramento C-O do anel aromatico foi encontrado em
1347 cm™. Um padrao de substituicAdo meta e para como o0 observado para o
frans-resveratrol e descrito anteriormente também estava presente neste
derivado, com sinais em 691 e 820 cm™, respectivamente, caracteristicos
desse tipo de substituigao.

A adicao do substituinte dihidrobenzofurano, comprovada com bandas em
1150 e 1236 cm'1, demonstra o estiramento C-O do anel ciclico, comprovando a
modificagcdo da estrutura quimica do trans-resveratrol. As absorcoes
encontradas na regido de 3000 cm™, caracteristicas do estiramento C-H sp® do
mesmo anel ciclico, constituem outro conjunto importante de alteracdo ocorrida

durante a biotransformacéo.
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FIGURA 18- ESPECTRO NO INFRAVERMELHO DO trans-dehidrodimero do resveratrol

A analise do espectro de RMN 'H deste derivado (Figuras 19, 20 e 21,
Tabela 5) mostrou semelhangca com os dados ja descritos na literatura para o
trans-dehidrodimero do resveratrol quando obtido por biotransformacao com o B.
cinerea (BREUIL et al., 1998; CICHEWICZ; KOUZI; HAMANN, 2000) e com
enzimas lacases isoladas de Myceliophtora thermophyla e Trametes pubescens
(NICOTRA et al., 2004).

O espectro de RMN de "H mostrou sinais de OH aromaticas em 8y 8,30 e
oy 8,60 (integral: 3H e 2H respectivamente), sugerindo uma estrutura penta-
fendlica. Os sinais dos hidrogénios aromaticos foram observados na regidao de
6,0-8,0 ppm: para o anel (b) foram encontrados os dubletos em &, 6,85 (2H) e &4
7,24 (2H); para o anel (b,d) foi identificado dubletos em &4 6,21 correspondente a
2H e &y 6,53, 2H, um tripleto em &4 6,26, 1H e outro tripleto em &y 6,29, 1H; os
hidrogénios ligados no anel aromatico (c) apresentaram sinais no espectro como
dubletos em oy 7,42, 814 6,89, e Oy 7,22 cada sinal correspondendo a 1H; os dois
prétons da olefina foram detectados como dois dubletos em &y 6,90 e &y 7,04,

sendo que a estereoisomeria para o composto pode ser definida com ftrans ja
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que a J* (H-7",H-8) foi de 16,26Hz confirmando uma isomeria trans, para os dois
prétons alifaticos os sinais foram dubletos em 6y 4,47 e 64 5,47. Os sinais foram
compativeis aos encontrados na literatura (BREUIL et al., 1998; NICOTRA et al.,
2004)

TABELA 5- DADOS DE RMN' H DO trans-dehidrodimero do resveratrol OBTIDO NA

BIOTRANSFORMACAO DO trans-resveratrol COM O FUNGO B. sorokiniana.

H Dehidrodimero’ Dehidrodimero? Dehidrodimero®
H-2,6 7,24 (d, J=8.41Hz) | 7,04(d,J=8.0Hz) | 7,24 (Multipleto)
H-3.5 6.85 (d, J=8.45 Hz) | 6,84 (d, J=8.0 Hz) | 6.85 (Multipleto)

H-7 547 (d, J=8.03 Hz) | 5.48(d, J=8.0 Hz) | 5,45 (d, J=7.96 Hz)
H-8 447 (d. J=8.03 Hz) | 4.62(d, J=8.0 Hz) | 4.47 (d, J=7.96 Hz)
H10,14 | 6.21(d,J=2.17Hz) | 6.19(d, J=2.0 Hz) | 6.20 (d, J=2.16 Hz)
H-12 6,29 (t, J=2.17 Hz) 6,25 (d, J=2.0 Hz) 6,29 (t, J=2.16 Hz)
H2 | 7.42(dd, J=8.33e 1,62 | 7.25(d, J=8.0 Hz) | 7,43 (dd, J=8.26 e
Hz) 1.63Hz)
H-3 6.80 (d, J=8.45 Hz) | 6,88 (d, J=8.0 Hz) | 6.87 (d, J=8.26 Hz)
H-6’ 7,22 (d, J=8.41 Hz) 7,45 (d, J=2.0 Hz) | 7,26 (singleto largo)
H-7’ 7,04 (d, J=16.26 HZz) 7,08 (d, J=16.0 Hz) | 7,06 (d, J=16.33 Hz)
H-8’ 6.90 (d, J=16.26 Hz) | 6,92 (d, J= 16.0 Hz) | 6.90 (d, J=16.33 Hz)

H- 6,53 (d, J=2.15 Hz) 6,53, (d, J=2.0 Hz) 6,54 (d, J=2.10 Hz)
10’14’

H-12 6.26 (t, J=2.15 Hz) 6.25 (d, J=2.0 Hz) | 6.26 (t J=2.10 Hz)
OH 8,30 (3H) 8,20 9,14 (2H)
OH 8.60 (2H) nd 9.17 (2H)
OH nd nd 9.48 (1H)

NOTA: (CD5),CO, 200MHz, ppm, (Dep. Quimica, UFPR); “Breuil et al, 1998; (CD3),CO, 200MHz,

ppm); *Nicotra et al, 2003; (CD3),CO, 400MHz, ppm); ); n.d: ndo descrito
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FIGURA 19- ESPECTRO DE RMN 'H (200 MHz,(CD;),CO), DO trans-dehidrodimero do
resveratrol OBTIDO POR BIOTRANSFORMACAO DO trans-resveratrol COM O FUNGO B.
sorokiniana (& ppm)
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FIGURA 20- EXPANSAO DO ESPECTRO DE RMN '"H (200 MHz,(CDs),CO) DO trans-
dehidrodimero do resveratrol NA REGIAO ENTRE 6 6,20 A 7,43 ppm (d ppm)
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FIGURA 21- EXPANSAO DO ESPECTRO DE RMN 'H (200 MHz,(CD3),CO) DO trans-
dehidrodimero do resveratrol NA REGIAO ENTRE & 4,20 E 5,60 ppm (& ppm)

A analise dos espectros de RMN "*C (Figuras 22 a 24, Tabela 6) e DEPT
135 (Figura 25, Tabela 6) demonstrou que carbonos aromaticos foram
detectados como sinais em regido mais desblindada do espectro (& 100 a 160),
correspondentes aos 24 carbonos aromaticos do derivado dehidrodimero do
resveratrol: C-1 (6 130,89), C-2 e C-6 (5 127,64), C-3 e C-5 (& 115,32), C-4 (&
157,61), C-9 (6 144,25), C-10 e C-14 (5 106,57), C-11 e C-13 (5 158,90), C-12 (&
101,54), C-1’ (6 131,57), C-2’ (6 123,00), C-3’ (6109,29), C-4’ (d 159,66), C-5 (d
131,37), C-6’ (0 127,64), C-9’ (6 139,78), C-10' e C-14’ (5 104,83), C-11" e C-13’
(© 158,72) e C-12’ em (0 101,91). Também foram observados sinais na regiao
das olefinas correspondentes aos carbonos sp? ndo saturados: C-7’ (5 126,36) e
C-8 (6 128,15). Os carbonos do substituinte dihidrofurano foram encontrados em

regiao mais blindada do espectro, sinais em C-7 (6 92,17) e em C-8 (& 56,97).
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FIGURA 22- ESPECTRO DE RMN-"C (50 MHz, (CD;),CO) DO DERIVADO trans-
dehidrodimero do resveratrol (6 PPM)
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FIGURA 23- EXPANSAO DO ESPECTRO DE RMN-"3C (50 MHz, (CD3),CO) DO DERIVADO
trans-dehidrodimero do resveratrol, NA REGIAO ENTRE & 100,0 A 160,0 PPM (& ppm)
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FIGURA 24- EXPANSAO DO ESPECTRO DE RMN-"C (50 MHz, (CD3),CO) DO DERIVADO
trans-dehidrodimero do resveratrol, NA REGIAO ENTRE 6 55,0 A 95,0 PPM (6 ppm)
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FIGURA 25- ESPECTRO DE DEPT 135 (50 MHz, (CD;),CO) DO DERIVADO trans-
dehidrodimero do resveratrol (6 ppm)
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TABELA 6- DADOS DE RMN *C DO DERIVADO dehidrodimero OBTIDO NA
BIOTRANSFORMACAOQO DO trans-resveratrol COM O FUNGO B. sorokiniana.

c Dehidrodimero’ | Dehidrodimero® | Dehidrodimero® | DEPT135"

C-1 130,89 131,70 133,28 Cq
C-2,6 127,64 128,50 129,23 CH
C-3,5 115,32 116,10 116,85 CH
C-4 157,61 158,40 159,10 Cq
C-7 93,17 94,20 94,72 CH
C-8 56,97 57,70 58,52 CH
C-9 144,25 145,10 145,91 Cq
C-10,14 106,57 107,40 108,11 CH
C-11,13 158,90 159,70 160,44 Cq
C-12 101,54 102,40 103,80 CH
C-1 131,57 132,50 132,43 Cq
Cc-2 123,00 123,90 129,29 CH
C-3 109,29 110,10 110,81 CH
c-4 159,66 160,50 161,30 Cq
C-5 131,37 132,10 132,81 Cq
C-6’ 127,64 128,50 124,62 CH
C-7 126,36 127,20 129,80 CH
C-8 128,15 129,10 127,92 CH
Cc-9 139,78 140,70 141,46 Cq
Cc-10’,14’ 104,83 105,70 106,42 CH
C-11',13 158,72 159,50 160,22 Cq
C-12 101,91 102,70 103.43 CH

NOTA: '(CDs),CO, 50MHz, ppm, (Dep. Quimica, UFPR); 'Dados da literatura
?Breuil et al, 1998; (CD3),CO, 75MHz, ppm); ®Nicotra et al, 2003; (CD;).CO,
75MHz, ppm); Cg-Carbono quaternario

Com a analise do espectro de DEPT 135 (Figura 25 e Tabela 7)
juntamente com o espectro de RMN °C, foi possivel caracterizar os 28 atomos

de carbono do frans-dehidrodimero do resveratrol como a seguir:

Carbono CHs CH> CH Cq

Total=28 0 0 17 11
TABELA 7- CARACTERIZACAO DOS CARBONOS DO trans-dehidrodimero do resveratrol

O conjunto de dados foi correspondente aos da literatura (BREUIL et al.,
1998; NICOTRA et al., 2004), reafirmando a identidade do trans-dehidrodimero
do resveratrol.

Através dos espectros de correlagao, foram observadas as conectividades
entre carbonos e seus respectivos hidrogénios (HSQC) e entre hidrogénios e

carbonos vizinhos a longa distancia (HMBC), conforme a Figura 26.



76

<
=
X X X
HSQC
a - N
Gy b
X <|3 <|3 <|3 X X *c C—C—X
X X X Y %
HMBC HMBC

FIGURA 26- ACOPLAMENTOS POTENCIALMENTE POS§iVEIS OBSERVADOS
NOS ESPECTROS DE RMN-'H e RMN-"°C DE CORRELAGAO HSQC E HMBC

A partir dos espectros HSQC (Figura 27) e HMBC (Figura 28) foi possivel
detectar a correlagao entre o H-2,6 em 6y 7,24 e o C-7 em & 93,17 e entre H-
10,14 em 04 6,21 e 0 C-8 em & 56,97, tornando suficiente para estabelecer a
ligacédo do anel aromatico (a) no C-7, e do anel aromatico (b) no C-8. Outra
correlagdo observada foi entre o H-7 em 64 5,47, e 0 C-4’ em & 159,66 o que
confirma a presenca da fusdo do anel de cinco membros oxigenado com o anel

aromatico (c) em uma ligagdo H-7-C-7-O-C-4".
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FIGURA 27- ESPECTRO HSQC DO DERIVADO trans- dehidrodimero do resveratrol EM
(CD;),CO
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As correlagbes a curta distancia (HSQC) e a longa distancia (HMQC)
também demonstraram que o sinal do H-7" em &y 7,04 se correlaciona com o
sinal do C-6’ em 6127,64 que esta diretamente ligado ao H-6’; também mostra
que o sinal do H-8 em &y 6,90 esta correlacionado com o sinal em 104,83 C-
10’, C-14’ que esta diretamente ligado com o H-10’, H-14’.

A estrutura do frans-dehidrodimero do resveratrol indica que a reacédo de
dimerizacao ocorre através do radical fenol na posigao 4’-OH do resveratrol. Na
literatura encontram-se relatos da presenca do radical 4’-O-metil-resveratrol, o
qual impede que o resveratrol sofra dimerizagao pela acdo de enzimas lacases
isoladas (NICOTRA et al., 2004).

4.5.2 Caracterizacao dos metabdlitos obtidos por biotransformacgao do frans-

resveratrol com o fungo Penicillium sp. (64)

No processo de bioconversao realizado com o fungo Penicillium sp. (64)
obteve-se o0 composto trans-resveratrol-4’-O-metil-5-O-acetil-3-O-B-glucosideo
(VIIl) que possui a férmula molecular Cy3H2609. N0 encontramos relatos na
literatura da existéncia dessa substancia, portanto trata-se de um composto
inédito. O que foi relatado é o derivado trans—resveratrol-3-0-3-glucosideo
conhecido como Piceid (VII) que foi obtido por biotransformacgéo partindo-se do
resveratrol com a bactéria Bacillus cereus (CICHEWICZ; KOUZI, 1998). A
mesma substadncia ja foi extraida de culturas da planta Vitis vinifera
(KORHAMMER; RENIERO; MATTIVI, 1995; TEGUO et al., 1996) e esse
composto possui uma estrutura quimica parecida com o composto obtido no
nosso trabalho.

A determinagao da estrutura quimica desta substancia foi estabelecida
com o auxilio das técnicas espectroscopicas usuais: EM, IV, RMN 'H e de °C,
além de DEPT.



80

Intens. PENUFPR2.d: -M5
y
el 4893
801
2270
601
| 325.3
aed 5413
201
1212.9 1385.11527 0 1870.2
nm .Lllll LI h L ul | . .
500 1000 1500 2000 2500 miz

FIGURA 29- ESPECTRO DE MASSAS DO trans-resveratrol-4'-O-metil-5-O-acetil-3-O--
glucosideo, MODO DE IONIZAGCAO NEGATIVO

O espectro de massas (Figura 29) apresentou o pico do ion molecular em
m/z 489.3 [M-H], que corresponde a massa molar do trans-resveratrol-4’-O-
metil-5-O-acetil-3-O-3-glucosideo (446,45 g/mol), que formou aduto com o

solvente utilizado na analise, acetonitrila (CH3CN).
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O espectro no IV do ftrans-resveratrol-4’-O-metil-5-O-acetil-3-O-f3-
glucosideo (Figura 30) apresentou semelhangas com o espectro do frans-
resveratrol. Uma banda larga referente ao estiramento O-H foi detectada em
3383 cm™; o estiramento C=C do anel aromatico foi encontrado em 1602 cm™;
em 1500 cm™ também se visualizou uma banda referente a ligacdo C=C da
olefina; a absor¢gdo de dobramento caracteristica de grupos metila (CHs) foi
identificada em 1380 cm™ e o estiramento da ligagdo C-H sp®> em 2960 cm™,
portanto em uma freqliéncia mais baixa que 3000 cm™, dando evidéncias de
grupamentos metila com hibridizacdo sp>. Ja a banda referente ao grupamento
C-O apareceu como dois sinais em 1068 e 1229 cm™, e o estiramento da ligacédo

C=0 foi encontrada em 1728 cm™.
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0,95

0,90

-

0,854 estiramento C-H
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FIGURA 30- ESPECTRO DE INFRAVERMELHO DO trans-resveratrol-4’-O-metil-5-O-acetil-3-O-
B-glucosideo

O padrao de substituicdo do anel aromatico também pode ser analisado,
onde um padréo de substituicdo meta e para estao presentes devido aos sinais

em 690 e 820 cm™', respectivamente, caracteristicos desse tipo de substituigao.
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A anadlise do trans-resveratrol-4’-O-metil-5-O-acetil-3-O-3-glucosideo por
RMN 'H foi comparada com dados ja descritos na literatura para o Piceid (VII)
(KORHAMMER; RENIERO; MATTIVI, 1995; TEGUO et al., 1996), que possui
estrutura quimica parecida ao derivado obtido neste trabalho.

A andlise do espectro de RMN 'H do trans-resveratrol-4’-O-metil-5-O-
acetil-3-O-B-glucosideo (Figuras 31 a 33, Tabela 8) demonstrou a presencga dos
hidrogénios ligados diretamente nos dois anéis aromaticos na estrutura da
molécula; esses hidrogénios foram caracterizados na regido de 6,0-8,0 ppm,
onde foram encontrados dubletos em &y 6,57 correspondentes a 2H, e &y 7,53
correspondente a 2H; um sinal em &y 6,98 foi identificado como um singleto
correspondente a 2H, e um tripleto correspondente a 1H foi detectado em oy
6,28.

FIGURA 31- ESPECTRO DE RMN "H (200 MHz,(CD3),CO) DO trans-resveratrol-4’-O-metil-5-
O-acetil-3-O--glucosideo OBTIDO POR BIOTRANSFORMAGAO DO trans-resveratrol COM
O FUNGO Penicillium sp. (64) (d ppm)
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FIGURA 32- EXPANSAO DO ESPECTRO DE RMN 'H (200 MHz,(CD3),CO) DO trans-
resveratrol-4’-O-metil-5-O-acetil-3-O-B-glucosideo OBTIDO POR BIOTRANSFORMACAO
DO trans-resveratrol COM O FUNGO Penicillium sp. (64) NA REGIAO ENTRE & 6,20 A
7,70 ppm (5 ppm)
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FIGURA 33- EXPANSAO DO ESPECTRO DE RMN 'H (200 MHz,(CD5),CO) DO trans-
resveratrol-4’-O-metil-5-O-acetil-3-O-B-glucosideo OBTIDO POR BIOTRANSFORMACAO
DO trans-resveratrol COM O FUNGO Penicillium sp. (64) NA REGIAO ENTRE & 3,20 A
5,20 ppm (5 ppm)
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A estereoisomeria para o composto pode ser definida com frans ja que a

S (H-7 e H-8) foi de 16,60Hz confirmando uma isomeria trans, para os dois

protons alifaticos os sinais foram dubletos em &y 7,07 e &4 7,11. Os sinais dos

prétons do substituinte glicosideo foram encontrados na regido de 3,20-5,20

ppm, foi possivel visualizar a presenga de multipletos nessa regiao caracteristico

de protons de glicosideos. O sinal correspondente aos prétons da metila sp® -

CH3 do grupamento éster foi encontrado como um singleto integrando 3H em &

3,30.

TABELA 8- DADOS DE RMN' H DO trans-resveratrol-4’-O-metil-5-O-acetil-3-O-3-
glucosideo OBTIDO POR BIOTRANSFORMACAO DO trans-resveratrol COM O
FUNGO Penicillium sp. (64).

H trans-resveratrol-4’-O-metil-5- trans-resveratrol-3-0-3-
O-acetil-3-O-B-glucosideo glucosideo(Piceid)?
H-2 6,98 (s, 1H) 6,78(s, 1H)
H-4 6,28 (t, J=2.01 Hz, 1H) 6,44 (s, 1H)
H-6 6,98 (s, 1H) 6,61 (s. 1H)
H-7 7,07 (d, J= 16.6Hz, 1H) 6,84 (d, J= 16.3 Hz, 1H)
H-8 7.11 (d, J=16.6Hz, 1H) 7,00 (d, J=16.3 Hz, 1H)
H-2’,6’ 7,53 (d, J= 8.54 Hz, 2H) 7,35 (d, J=8.5Hz, 2H)
H-3, 5 6,57 (d, J= 2.19 Hz, 2H) 6,76 (d, 2H)
H-1” 5,06 (d, J= 7.35 Hz, 1H) 4,77 (d, J=7.1 Hz, 1H)
H-2" 3,05-4,50 (1H) 3,30-4,38 (m, 1H)
H-3” 3,05-4,50 (1H) 3,38-3,48 (1H)
H-4” 3,05-4,50 (1H) 3,38-3,48 (1H)
H-5” 3,05-4,50 (1H) 3,38-3,48 (1H)
H-6” 3,05-4,50 (1H) 3,92 (dd, 1H)
CHs; 380@BH) | -
CHs; 3,30 (s, 3H)

NOTA: '(CD3),CO, 50 MHz, ppm, (Dep. Quimica, UFPR);
’Dados da literatura, Teguo, et al, 19961;2(CD3)2CO, 50 MHz, ppm

Analises de RMN '3C (Tabela 9 e Figuras 34 a 36) e DEPT 135 (Figura
37) também foram realizadas e os resultados comparados com dados da
literatura para a substancia Piceid (VIl) (KORHAMMER; RENIERO; MATTIVI,

1995; TEGUO et al., 1996), que possui estrutura quimica parecida com este

derivado.
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FIGURA 34- ESPECTRO DE RMN-"C (50 MHz, (CD3),CO) DO trans-resveratrol-4’-O-metil-5-O-
acetil-3-O-B-glucosideo (6 PPM)

Os carbonos aromaticos foram detectados como sinais em regido mais
desblindada do espectro (& 100 a 160) e correspondem aos doze carbonos
aromaticos do derivado trans-resveratrol-4’-O-metil-5-O-acetil-3-O-3-glucosideo:
C-1 (6 140,33), C-2 (6 105,67), C-3 (& 157,74), C-4 (6 100,94), C-5 (5 158,94),
C-6 (6 102,80), C-1’ (6 132,42), C-2’ (d 128,41), C-3’ (d 117,56), C-4’ (& 158,94),
C-5 (6 117,56), C-6’ (6 128,41). A presencga de sinais na regidao das olefinas
correspondente aos carbonos néo saturados sp? C-7 (5 127,97) e C-8 (5 128,58)

foi identificada.
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FIGURA 35- EXPANSAO DO ESPECTRO DE RMN-"C (50 MHz, (CD3),CO) DO trans-
resveratrol-4’-O-metil-5-O-acetil-3-O-3-glucosideo (6 PPM) NA REGIAO ENTRE & 100,00 A
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FIGURA 36- EXPANSAO DO ESPECTRO DE RMN-"C (50 MHz, (CD3),CO) DO trans-
resveratrol-4’-O-metil-5-O-acetil-3-O-3-glucosideo (6 PPM) NA REGIAO ENTRE & 49,53 A

100,92 ppm
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Os carbonos do substituinte glucosideo foram encontrados em regiao
mais blindada do espectro 60,00- 101,00 ppm, sendo que o carbono da metila do
grupamento O-CH; foi encontrado em & 49,53. A metila CH; do grupamento
éster que deveria aparecer na regiao de (6 20-30) nao foi visualizada, devido a
sobreposi¢cao com o sinal do solvente (CD3),CO), ja o grupo carbonila do éster
(C=0) pode ser identificado em & 175,32.

TABELA 9- DADOS DE RMN™ C DO trans-resveratrol-4’-O-metil-5-O-acetil-3-O-B-glucosideo
OBTIDO NA BIOTRANSFORMACAO DO trans-resveratrol COM Penicillium sp. (64).

trans-resveratrol-4-O- trans-resveratrol-3-0-3- 1
C met|I—5-O-ac’et|I-:13-O-B- glucosideo(Piceid)? DEPT
glucosideo
C-1 140,33 141,40 Cq
C-2 105,67 107,00 CH
C-3 158,94 160,5 Cq
C4 101,14 104,1 CH
C-5 157,74 159,6 Cq
C-6 102,80 108,40 CH
C-7 127,97 126,70 CH
C-8 128,58 130,0 CH
C-1 132,42 130,30 Cq
C-2 128,41 128,90 CH
C-3 117,56 116,5 CH
c-4 158,94 158,50 Cq
C-5 117,56 116,50 CH
C-6’ 128,41 128,90 CH
Cc-1” 100,92 102,40 CH
Cc-2” 73,93 75,00 CH
C-3” 76,68 78,10 CH
c-4” 70,23 71,50 CH
C-5” 74,47 78,30 CH
C-6” 64,07 62,60 CH;
CHs; 4953 | e CHs;
C=0 17532 | e Cq

NOTA: (CD5),CO, 50 MHz, ppm, (Dep. Quimica, UFPR); “Dados da literatura, Teguo, et al,
1996 * (DMSO-dg), 75 MHz, ppm); Cg-Carbono quaternario
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Analisando o espectro de DEPT 135 (Figura 37 e Tabela 10) desta
substancia e comparando com o espectro de RMN 'C, foi possivel caracterizar
os 23 atomos de carbono do derivado frans-resveratrol-4’-O-metil-5-O-acetil-3-O-

B-glucosideo como:

Carbono CHs CH, CH Cq

Total=23 2 1 14 6

TABELA 10- - CARACTERIZACAO DOS CARBONOS DO trans-resveratrol-4’-O-metil-5-O-acetil-
3-0O-B3-glucosideo
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FIGURA 37- ESPECTRO DE DEPT 135 (50 MHz, (CD3),CO) DO trans-resveratrol-4’-O-metil-5-O-
acetil-3-O-B-glucosideo (& PPM)

A partir do espectro de HMBC (Figura 38) foi possivel detectar a
correlacdo entre o H-1" em 645,06 e 0 C-3em 0 158,94 e o H-2 em &4 6,98 e ©
C-3; outra correlacao foi observada entre H-3” em 643,48 e 0 C-1" em & 100,92.

Esses dados foram suficientes para estabelecer a ligacdo do anel aromatico (a)
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através do radical fenol na posigéo 3-OH do resveratrol no C-1" do glucosideo e,
também, verificar uma correlagado dentro do substituinte.

Outra correlagdo importante foi a que comprovou a ligagdo de um
grupamento acetila no radical fenol na posi¢ao 5-OH do resveratrol, comprovado
pela correlagéao entre o H do grupamento metila em &4 3,30 € 0 C-5 em 6157,74.
Assim, foi possivel confirmar a modificagdo no anel aromatico (a). Em relagao
ao grupamento olefina, verificou-se que o mesmo permaneceu como na
substancia original (lll); correlagao entre o H-7 em 847,07 e o C-1 no anel (a) em
0140,33 e entre 0 mesmo H-7 e o C-6’ no anel (b) em 6128,41 e, também, entre
oH-8em 647,11 e 0 C-2' no anel (b) em 8128,41, confirmaram esta hipotese.

Correlagbes a curta distancia (HSQC) também foram analisadas (Figura
39) como no caso do H-6 em 846,57 e 0 C-6 no anel (a) em 8102,80 e também
entre o H-2’ em 61 7.53 e 0 C-2’ no anel (b) em 6128,41.

As modificagdes ocorridas no trans-resveratrol foram trés: uma reacéo de
glicosilagéo na posi¢cao 3-OH do anel aromatico (a); uma acetilagdo na posigao
5-OH do anel aromatico (a), ocasionando uma substituicdo da fungcdo quimica
fenol para éster nessa posicdo e uma metilagdo na posigcao 4’-OH do anel

aromatico (b).
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FIGURA 38- MAPA DE CONTORNO HSQC DO ftrans-resveratrol-4’-O-metil-5-O-
acetil-3-O-B-glucosideo (CD3),CO; 400 MHz
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FIGURA 39- MAPA DE CONTORNO HMBC DO trans-resveratrol-4’-O-metil-5-O-
acetil-3-O-B-glucosideo - (CD3),CO; 400 MHz
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Nenhum relato dessa substancia pode ser encontrado, portanto trata-se
de uma substancia inédita. O que ha relatado é o derivado trans—resveratrol-3-
O-B-glucosideo, conhecido como Piceid (VII), o qual foi obtido por
biotransformagdo com a bactéria Bacillus cereus a partir do trans-resveratrol
(CICHEWICZ; KOUZI, 1998). Esta mesma substancia ja foi extraida de culturas
de Vitis vinifera (KORHAMMER; RENIERO; MATTIVI, 1995; TEGUO et al.,
1996). Pela sua proximidade em termos de estrutura quimica, foi utilizado como
apoio ao esclarecimento do trans-resveratrol-4’-O-metil-5-O-acetil-3-O-3-
glucosideo, produto natural inédito e, pela primeira vez, sintetizado por um

processo de biotransformagao.

4.6 MECANISMO DE REACAO POR VIA ENZIMATICA

Os compostos apresentados anteriormente foram oxifuncionalizados em
decorréncia das enzimas dos fungos presentes no meio reacional. A
biodiversidade enzimatica dos fungos pode ser demonstrada pela geragédo de
moléculas que podem apresentar atividade farmacoldgica diferente do farmaco
original (FABER, 1997).

Microrganismos contém enzimas com diferentes estruturas, responsaveis
por catalisar diversas reacdes. As enzimas podem ser classificadas dentro de
seis categorias principais, de acordo com os tipos de rea¢des que catalisam.

As modificagdes na estrutura quimica do trans-resveratrol usado como
substrato e ocorrido no processo de biotransformagao foram provavelmente
ocasionadas por alguma dessas enzimas que, coletivamente, fazem parte da
maquinaria enzimatica dos fungos utilizados.

Na literatura ha alguns estudos que demonstram que o trans-resveratrol
foi biotransformado em diferentes produtos de oxidacao (dimeros) utilizando, no
processo, microorganismos inteiros. Exemplos sdo as culturas com B. cinerea
(BREUIL et al, 1998) e as reagdes com lacases (CICHEWICZ; KOUZI;
HAMANN, 2000; NICOTRA et al.,, 2004), como anteriormente citado. Neste
contexto, seria interessante investigar a presenca de oxiredutases no B.
sorokiniana que, se presentes, poderiam esclarecer os mecanismos de produgao

do trans-dehidrodimero do resveratrol.
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Dentre os microorganismos utilizados em reacdes de bioconversédo
destacam-se os fungos filamentosos, formados por células eucaridticas. No caso
desse trabalho, os fungos que apresentaram resultados positivos para
bioconversdao sao filamentosos e, portanto, apresentam sistema enzimatico
semelhante ao dos seres humanos, exemplificado pelo citocromo P45, ou
CYP450 (FABER, 1997). Portanto, podem ser considerados como uma
alternativa em estudos de metabolismo de farmacos, reduzindo, inclusive, ou
mesmo eliminando, o uso de animais nesses modelos experimentais.

Os farmacos, assim como outros agentes quimicos estranhos ao
organismo, ou xenobidticos sdo metabolizados, principalmente, pelas enzimas
microssOmicas hepaticas, em que se destacam o CYP450 e a NADPH-
Citocromo c¢ redutase, uma hemeproteina oxidativa e uma flavoproteina,
respectivamente, que associadas a lipideos, formam o sistema MFO (oxidase de
fungdo mista). O CYP450 é uma molécula encontrada em varias espécies,
incluindo a humana e nos organismos eucariontes utilizados neste trabalho.

Como ja citado, o ftrans-resveratrol utilizado nesse trabalho como
substrato € um farmaco que possui baixa biodisponibilidade in vivo. Interessante,
portanto, seria estudar se o0s compostos obtidos no processo de
biotransformacao aqui relatado poderiam ser metabdlitos com maior
biodisponibilidade in vivo, uma vez que ha similaridade entre os sistemas
enzimaticos microbianos e o sistema mitocondrial dos citocromos dos
mamiferos. Considerando que as monooxigenases sao isoladas com dificuldade,
por se tratarem de enzimas aderidas a membrana celular e que necessitam
reciclar o cofator NADPH, uma alternativa para se obter os produtos das reacdes
catalisadas por essas enzimas seria a utilizacdo de sistemas que contenham
esses microorganismos.

A principal desvantagem apresentada por essa metodologia foi o baixo
rendimento dos produtos, fato este que pode se demonstrado sua utilidade, ser

facilmente otimizado.
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4.7 ATIVIDADES BIOLOGICAS DO RESVERATROL E DOS DERIVADOS

Como ja referido na introducdo deste trabalho, o frans-resveratrol tem
atraido muito interesse na area da farmacologia devido, principalmente, as suas
acdes antioxidantes (PINTO; GARCIA-BARRADO; MACIAS, 1999) e
quimiopreventiva, devido a sua habilidade em bloquear alguns tipos de
processos carcinogénicos por meio da captura de ROS e pela inibicdo de varias
enzimas, como quinases, cicloxigenases, ribonucleotideos redutases e DNA
polimerases (JANG et al., 1997), todas indispensaveis ao metabolismo celular.
Além disso, o trans-resveratrol parece proteger o sistema vascular por inibicao
da LDL, mantendo o endotélio, possuindo propriedades antiateroscleréticas
(SINHA; CHAUDHARY; GUPTA, 2002); é capaz, também, de fazer supressao
da agregacao plaquetaria (WANG et al, 2002a). Estas e outras acgdes
aumentam as perspectivas benéficas para o seu uso em disturbios
cardiovasculares (RENAUD; DELORGERIL, 1992). Foram obtidos, também,
resultados promissores de sua utilizagdo em doencas neurodegenerativas, como
o Mal de Alzheimer e de Parkinson ou a Doencga de Huntington (SAIKO et al.,
2008). Pelo fato da neurotoxicidade estar relacionada a deficiéncia orgénica
mitocondrial, tal condigado poderia ser melhorada pela inclusao de antioxidantes
e de modificadores metabdlicos como o trans-resveratrol ou seus derivados
metabdlicos, abrindo novas perspectivas para o seu emprego medicinal.

Como recentemente revisto por (COTTART et al., 2010), estudos in vitro
tém demonstrado que o frans-resveratrol inibe a proliferacao celular, induzindo a
apoptose e, consequentemente, bloqueando a progressédo do ciclo celular em
numerosos tipos de linhagens celulares de cancer humano. Um dos objetivos do
presente trabalho foi avaliar se os compostos obtidos por biotransformacao do
frans-resveratrol seriam portadores de atividades bioldgicas, dentro da
perspectiva de se tornarem medicamentos benéficos para a saude humana.
Com este objetivo em mente, estudou-se o efeito dos derivados frans-
resveratrol-4’-O-metil-5-O-acetil-3-O-p-glucosideo e trans-dehidrodimero do
resveratrol sobre o comportamento de linhagens celulares em ensaios de
proliferagdo, usando o teste classico do MTT (MOSMANN, 1983) como

metodologia experimental.
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O MTT, ou o 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio, € uma
substancia que, em solucéo, possui coloracdo amarelada e sua reducéao leva a
formacéo de formazan, um produto de coloragdo purpura que pode ser doseado
espectrofotometricamente. A maior aplicagdo deste ensaio ocorre quando se
pretende conhecer a viabilidade de células ou o desempenho em termos de
proliferacdo celular, tornando-se util quando se quer avaliar a toxicidade de
novas substancias. As reacdes de reducdo ocorrem somente quando redutases
intracelulares estdo ativas e, portanto, a conversao é frequentemente utilizada
como uma medida de células viaveis metabolicamente ativas. Mudangas na
atividade metabdlica podem dar grandes alteragées em resultados pelo ensaio
do MTT enquanto o numero de células viaveis é constante. Assim, quando a
quantidade de formazan produzido por células tratadas com um determinado
agente € comparada com a quantidade produzida pelas células sem exposi¢cao
ao agente, a eficacia deste agente em causar a morte celular (comprometimento
da viabilidade celular) ou alterar o metabolismo das células (interferéncia na
proliferagao celular) pode ser deduzida através da elaboragéo de curvas dose-
resposta, onde a intensidade de formazan formada é diretamente proporcionais
a atividade de desidrogenases mitocondriais presentes em células viaveis
(MOSMANN, 1983).

4.7.1 Avaliacado da proliferacao celular

As linhagens celulares McCoy, B16F10 e Hela, cujas morfologias estao
retratadas na Figura 40, foram escolhidas para determinagéo do efeito do frans-
resveratrol-4’-O-metil-5-O-acetil-3-O-p-glucosideo e do dehidrodimero do
resveratrol obtidos por biotransformagcao sobre a proliferacdo celular por se
tratarem de células que podem ser mantidas por longos periodos em condi¢des
de cultivo in vitro e cujas reagdes frente a tratamentos com extratos de plantas
ou compostos puros sao simples de monitorar (RUMJANEK et al., 2001),
podendo revelar um potencial farmacolégico diferenciado para as substancias

em estudo.
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FIGURA 40- MORFOLOGIA CARACTERISTICA DE CELULAS McCOY (A1), B16F10 (A2) E
HELA (A3) E APOS TRATAMENTO POR 24h COM DMSO (0,1% - B1, B2, B3) E TRANS-
RESVERATROL (800 uM — C1, C2, C3) OBSERVADAS SOB MICROSCOPIA INVERTIDA.
OS PAINEIS B MOSTRAM CELULAS VIVAS COM CRISTAIS DE FORMAZAN ENQUANTO
OS PAINEIS C MOSTRAM CELULAS MORTAS.
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Neste contexto, as células da linhagem McCoy sao fibroblastos nao
tumorais de camundongos que proliferam de forma rapida e uniforme quando
adequadamente cultivadas (GORDON; QUAN, 1965). Essa linhagem serve de
modelo experimental para o estudo de varias agbes biolégicas de substancias
puras e extratos vegetais, com destaque para a avaliacdo da toxicidade celular
dos mesmos (DRAGANOVA-FILIPOVA et al., 2008).

A linhagem de melanoma murino B16F10 sdo células que podem ser
mantidas com relativa facilidade in vitro. E altamente tumorigénica in vivo,
proliferando espontaneamente quando inoculadas em camundongos, com
grande habilidade para formar metastases (NAKAMURA et al., 2002). Células
B16F10 sdo usadas como modelo para o estudo das varias etapas envolvidas
na melanogénese (NGUYEN et al,, 2007). Ja& as células da linhagem Hela,
também facilmente cultivadas, s&o originarias do adenocarcinoma de cérvice
uterino da cidada americana Henriquetta Lacks, diagnosticada com tumor
cervical em 1951 (BROWN; HENDERSON, 1983).

Células dessas linhagens foram, entdo, expostas por 24 horas com
diferentes concentracdes do trans-resveratrol, do trans-resveratrol-4’-O-metil-5-
O-acetil-3-O-B-glucosideo e do trans-dehidrodimero do resveratrol e sua
atividade metabdlica avaliada através de curvas dose-resposta. O solvente
DMSO foi usado a 2,5% como controle positivo do ensaio, pois nesta
concentragdo mostrou-se capaz de induzir, de forma significativa, a morte celular
(58,83+2,48%; p<0,0001 n=4) para o tratamento com a linhagem McCoy,
(57,1614,87%; p<0,0001 n=4) nas células B16F10 e (53,70+1,96%; p<0,0001
n=4) para o tratamento com a linhagem Hela. Na concentracdo de DMSO a
0,1%, quantidade esta presente nas culturas onde os compostos foram
adicionados, mostrou nao interferir no ensaio (95,60+2,02%; n=4) para a
linhagem McCoy, (93,90+4,64%; n=4) para o tratamento com a linhagem
B16F10 e (94,57+2,16%; n=4) com células Hela, com resultados semelhantes ao
grupo controle, ou seja, ao grupo de células ndo expostas aos compostos, os
valores foram normalizados em 100%.

Para o trans-resveratrol, redugao na percentagem de células recuperadas
em relagdo ao controle, em todas as trés linhagens incluidas neste trabalho, foi

observada. Ainda, este efeito foi dependente da dose. Assim, somente
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86,99+4,79 (p<0,05; n=4), 79,10+£7,00; 70,65+4,44; 63,71+6,01; 58,60+1,89;
32,69+2,42; 26,76+3,04% de células McCoy foram recuperadas (Figura-41 A),
respectivamente para as doses de 12,5, 25, 50, 100, 200, 400 e 800 uM
(p<0,0001 para as doses entre 25 a 800 yM; n=4).

Embora a linhagem celular de melanoma murino B16F10 (Figura 42-A)
pareca ter sido mais resistente ao tratamento com o trans-resveratrol quando
comparada a McCoy, o que ja era esperado por serem células de melanoma,
para as mesmas doses, os valores obtidos foram 91,15+6,17; 86,94+2,14;
72,67+4,58; 69,49+2,90; 60,30+1,70; 37,33+3,41; 28,80+0,31% (p<0,05 para as
concentragdes de 50 a 800 puM; n=4) e, para as células Hela (Figura 43-A),
77,6345,15; 67,63+4,85; 57,55+0,37; 51,8314,88; 44,94+4,94; 30,73+2,03;
23,07+4,77% (p<0,05 para todas as doses; n=4). Esses resultados com relagao
a acao do frans-resveratrol ja eram esperados e corroboram com dados
relatados para este polifenol (JANG et al., 1997; (XIN et al., 2009).

Efeito semelhante, porém de maior intensidade, foi observado para o
derivado trans-resveratrol-4’-O-metil-5-O-acetil-3-O-f-glucosideo, quando
reduziu, também de forma significativa e nas mesmas concentragdes, a
percentagem de células recuperadas, com valores de 76,02+1,60; 62,12+7,32;
56,19+5,69; 51,74+6,87; 37,82+3,95; 21,74+1,58 e 19,85+2,55% (p<0,05 para
todos; n=4) de células McCoy (Figura 41-B); 91,69+3,88; 78,53+2,53;
62,7945,01; 57,57+4,70; 54,84+0,25; 42,19+4,13; 35,03+2,73% (p<0,05 para as
doses entre 25 e 800 yM; n=4) para células B16F10 (Figura 42-B), e 75,60+0,47;
67,58 +1,34; 63,81+1,84; 54,71+7,71; 43,40+9,96; 24,10+4,77; 20,35+5,14%
(p<0,05 para todas as doses; n=4) de células Hela (Figura 43-B).
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FIGURA 41- EFEITO DO trans-resveratrol E DERIVADOS SOBRE O COMPORTAMENTO DE CELULAS
McCOY. CELULAS McCOY FORAM TRATADAS COM AS CONCENTRACOES INDICADAS DE trans-
resveratrol (A), trans-resveratrol-4’-O-metil-5-O-acetil-3-O-B-glucosideo (B) E trans-dehidrodimero do
resveratrol (C) POR 24 h, A 37° C, EM ATMOSFERA UMIDA E SOB TENSAO DE CO,. EM SEGUIDA,
FORAM SUBMETIDAS AO ENSAIO DO MTT, COMO DESCRITO EM MATERIAL E METODOS. CADA
BARRA REPRESENTA A PORCENTAGEM MEDIA+DP DE CELULAS METABOLICAMENTE ATIVAS EM
RELACAO AO CONTROLE (C), NORMALIZADA EM 100%. DMSO FOI O SOLVENTE USADO PARA
DISSOLVER AS SUBSTANCIAS. A 2,5%, FOl USADO COMO CONTROLE DE MORTE CELULAR; E A
0,1% CORRESPONDE A SUA QUANTIDADE MAXIMA NOS ENSAIOS. [*] p<0.05, [**] p<0.0001 (n=4).
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FIGURA 42- EFEITO DO trans-resveratrol E DERIVADOS SOBRE O COMPORTAMENTO DE CELULAS
B16F10. CELULAS B16F10 FORAM TRATADAS COM AS CONCENTRACOES INDICADAS DE trans-
resveratrol (A), trans-resveratrol-4’-O-metil-5-O-acetil-3-O-B-glucosideo (B) E trans-dehidrodimero do
resveratrol (C) POR 24 h, A 37° C, EM ATMOSFERA UMIDA E SOB TENSAO DE CO,. EM SEGUIDA,
FORAM SUBMETIDAS AO ENSAIO DO MTT, COMO DESCRITO EM MATERIAL E METODOS. CADA
BARRA REPRESENTA A PORCENTAGEM MEDIA+DP DE CELULAS METABOLICAMENTE ATIVAS EM
RELACAO AO CONTROLE (C), NORMALIZADA EM 100%. DMSO FOI O SOLVENTE USADO PARA
DISSOLVER AS SUBSTANCIAS. A 2,5%, FOl USADO COMO CONTROLE DE MORTE CELULAR; E A
0,1% CORRESPONDE A SUA QUANTIDADE MAXIMA NOS ENSAIOS. [*] p<0.05, [**] p<0.0001 (n=4).
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FIGURA 43- EFEITO DO trans-resveratrol SOBRE O COMPORTAMENTO DE CELULAS Hela. CELULAS
Hela FORAM TRATADAS COM AS CONCENTRACOES INDICADAS DE trans-resveratrol (A), trans-
resveratrol-4’-O-metil-5-O-acetil-3-O-B-glucosideo (B) E trans-dehidrodimero do resveratrol (C) POR 24 h, A
37° C, EM ATMOSFERA UMIDA E SOB TENSAO DE CO,. EM SEGUIDA, FORAM SUBMETIDAS AO
ENSAIO DO MTT, COMO DESCRITO EM MATERIAL E METODOS. CADA BARRA REPRESENTA A
PORCENTAGEM MEDIA*DP DE CELULAS METABOLICAMENTE ATIVAS EM RELACAO AO
CONTROLE (C), NORMALIZADA EM 100%. DMSO FOI O SOLVENTE USADO PARA DISSOLVER AS
SUBSTANCIAS. A 2,5%, FOI USADO COMO CONTROLE DE MORTE CELULAR; E A 0,1%
CORRESPONDE A SUA QUANTIDADE MAXIMA NOS ENSAIOS. [*] p<0.05, [**] p<0.0001 (n=4).
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Importante ressaltar que, embora o perfil de acao do trans-resveratrol-4’-
O-metil-5-O-acetil-3-O--glucosideo tenha sido semelhante ao obtido para o
frans-resveratrol neste ensaio preliminar, este efeito foi significativamente
superior1, especialmente para linhagem McCoy, mostrando que a modificagao
quimica obtida pela biotransformagdo potencializou o efeito da substancia
original. Esses resultados abrem muitas perspectivas relacionadas a
quimioprevengao e quando se deseja introduzir substancias antioxidantes em
preparagdes farmacéuticas, pois como ja relatado anteriormente, o resveratrol
vem sendo particularmente empregado em formulagdes dermatolégicas com
finalidades protetoras contra radiacbes UV, evitando danos a pele e
resguardando-a do envelhecimento precoce, assim como protegendo o
organismo contra a possibilidade de desenvolver cancer (SUBBARAMAIAH et
al., 1998; STEWART et al, 1999; BRAKENHIELM; CAO; CAO, 2001;
AGGARWAL et al., 2004), capturando ROS e participando de mecanismos que
evitem a peroxidacado lipidica (WENZEL et al., 2005; SENGOTTUVELAN;
VISWANATHAN; NALINI, 2006).

Necessario e imprescindivel se faz, entretanto, estudar com maior
profundidade o potencial biolégico desta substancia, incluindo observacoes
sobre sua biodisponibilidade in vivo. Tendo sua eficacia comprovada, poderia se
tornar um aditivo em inumeras formulacbées medicinais, a fim de prevenir ou
amenizar certas patologias, agindo, por exemplo, na prevengdo do
envelhecimento cutdaneo e das consequéncias causadas pela radiagdao UV a
curto e longo prazo, como o cancer de pele; auxiliando os sistemas enddgenos
de protecdo da epiderme, além de contribuir para prevencdo de doencas
crdénicas em longo prazo.

Em contraste com o perfil de inibicdo demonstrado para o derivado trans-
resveratrol-4’-O-metil-5-O-acetil-3-O-B-glucosideo, aumento significativo na
proliferacao celular de todas as linhagens celulares estudadas (Figuras 41-C, 42-
C E 43-C) foi o efeito observado para o derivado trans-dehidrodimero do
resveratrol até a dose de 100 uM, cujos valores encontrados estao resumidos na

Tabela 11. Ja nas doses de 200 a 800 uM, queda significativa foi observada,

! Os valores foram significativos p<0,05 ( p<0,0071, p<0,0068, p<0,0011, p<0,0015, p<0,0011,
p<0,0005e p<0,0022) para as respectivas concentragdes (12,5; 25; 50; 100; 200; 400 e 800 uM).
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provavelmente demonstrando efeito toxico, o qual devera ser confirmado com

ensaios apropriados, como o do Azul de Trypan, por exemplo.

TABELA 11- EFEITO DO trans-dghidrodimero do resveratrol
SOBRE A PROLIFERACAO DE CELULAS McCOY, B16F10 E
Hela AVALIADAS PELO ENSAIO DO MTT.

Dose LINHAGEM CELULAR (% de inibig&o)
(uM) McCOY B16F10 HELA
12,5 110,96+4,04 120,61+2,42 96,03+5,70
25 127,85+4,58 127,68+5,39 103,62+2,24
50 137,65+8,52 155,09+1,56 106,28+1,40
100 156,45+3,54 173,57+7,57 119,02+9,97
200 66,91+4,82 43,50+1,34 47,63+3,55
400 27,93+0,85 37,98+4,07 25,26+4,31
800 21,93+1,39 31,18+6,54 21,82+5,97

Células McCoy, B16f10 e Hela foram tratadas com as concentragdes indicadas
de trans-dehidrodimero do resveratrol por 24 h, a 37° C, em atmosfera umida e
sob tensdo de CO,. Em seguida, foram submetidas ao ensaio do MTT. Cada
valor representa a porcentagem médiatDP de células metabolicamente ativas
em relacdo ao controle, normalizado em 100%. [*] p<0.05, [**] p<0.0001 (n=4).
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5 CONCLUSAO

O processo de biotransformagdo com microrganismos € uma alternativa
aos meios sintéticos convencionais para a producao de derivados com estrutura
quimica diferenciada do substrato de origem, pois podem promover alteragbes
em posicdes muitas vezes inacessiveis aos reagentes quimicos tradicionais.

O trans-resveratrol, devido a sua estrutura quimica e propriedades
farmacoldgicas, tornou-se instrumento desse estudo, com o objetivo de
promover, através de um sistema biocatalisado por fungos, 0s quais possuem
sistema enzimatico diferenciado, modificagdes estruturais, visando maior agao
bioldgica.

Para a biotransformacgédo do substrato, uma triagem inicial foi realizada
com dezenove fungos e, desses, somente os fungos B. sorokiniana e Penicillium
sp (64) foram capazes de produzir dois derivados: o trans-dehidrodimero do
resveratrol e o frans-resveratrol-4’-O-metil-5-O-acetil-3-O-B-glucosideo, sendo
esse ultimo um composto inédito.

Ambos se mostraram dotados de agao bioldgica, aqui exemplificada pela
capacidade de intervir na proliferagao de, pelo menos, trés linhagens celulares.
Relevante é o fato de que as modificagdes quimicas ocorridas levaram a efeitos
opostos, ou seja, enquanto o derivado trans-resveratrol-4’-O-metil-5-O-acetil-3-
O-B-glucosideo promoveu inibicdo, de forma dependente da dose e com perfil
semelhante a molécula precursora, da proliferacdo celular, seu trans-

dehidrodimero levou a promogao significativa deste efeito.
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