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ABSTRACT

Antioxidants play a major rule in reducing the risk of pathologies resulting from
oxidative stress, due to their capacity to protect the organism against free radicals and other
deleterious oxidative agents. Recently, the antioxidant properties of olive phenolic compounds
have been the object of particular attention, mainly regarding their cytoprotective potential
against harmful biological oxidative damage. Studies relating phenolic compounds to oxidative
events yield promising results for the elucidation of the carcinogenesis mechanisms elucidatio
and for the development of new prevention strategies.

In fact, some of the most important olive oil polyphenolic compounds were studied
along this work, namely hydroxytyrosol [(3,4-(dihydroxyphenyl)ethanol] (HTy), oleuropein
(OP), an isomer of oleuropein aglycon (3,4-(dihydroxyphenyl)ethanol elenolic acid ester, 3,4-
DHPEA-EA) and the dialdehydic form of elenolic acid linked to 3,4-(dihydroxyphenyl)ethanol
(3,4-DHPEA-EDA). Some of the HTy metabolites, namely 4-hydroxy-3-methoxyphenylethanol
(homovanillic alcohol) (MOPET), 3,4-dihydroxyphenylacetic acid (DOPAC) and 4-hydroxy-3-
methoxyphenylacetic acid (homovanillic acid) (HVA) were also investigated as to their
conformational behaviour.

A conformational analysis of the compounds was carried out, by Raman spectroscopy
combined to quantum mechanical calculations within the Density Functional Theory (DFT)
approach. A total geometry optimisation was performed through these calculations, yielding the
most stable molecular geometries and their relative energies, as well as the corresponding
harmonic vibrational frequencies, thus allowing a complete assignment of the experimental
Raman spectra. The solid state and aqueous solution data thus allowed to assess characteristic
spectral features for each compound, enabling to establish Raman spectroscopy as a rapid,
accurate and non-destructive method for the unequivocal identication of this type of phenolic

systems.



Apart from the conformational analysis of the polypenolic compounds, an in vitro
assessment of their cytotoxic activity towards the human cancer cell line of skin amelanotic
melanoma (C32) was also performed, in order to understand the parameters determining
cytotoxic against cytoprotective effects. 3,4-DHPEA-EA and 3,4-DHPEA-EDA displayed a
marked cytotoxic activity, while OP exhibited cytoprotective properties against C32 cells (for
all tested concentrations). On the other hand, HTy showed a concentration-dependent dual

effect (cytoprotective versus cytotoxic).

The present study clearly corroborates the well-known duality of polyphenolic
compounds biological activity, namely the concentration dependent balance between their

antioxidant and pro-oxidant capacities.



RESUMO

Os antioxidantes desempenham um papel muito importante na redugdo do risco de
desenvolvimento de patologias, resultantes de stress oxidativo, devido & sua capacidade de
defender o organismo contra os radicais livres e outros agentes oxidantes. Recentemente, as
propriedades antioxidantes dos compostos fenolicos do azeite tém sido alvo de especial
atengdo, particularmente no que respeita ao seu potencial efeito citoprotector contra os danos
de oxidantes biolégicos nocivos.

Os estudos que relacionam os compostos fendlicos com processos oxidativos
constituem nos dias de hoje uma promessa para a elucidagéo de mecanismos de carcinogénese,
e possivelmente uma futura estratégia de prevengio. Neste contexto, foram estudados alguns
dos compostos polifenolicos mais importantes do azeite, nomeadamente o hidroxitirosol [3,4-
dihidroxifeniletanol — (HTy)], a oleuropeina (OP), um isémero da oleuropeina aglicona [(4cido
elendico esterificado com 3,4-dihidroxifeniletanol, (3,4-DHPEA-EA)] e a forma dialdeidica do
acido elendico esterificado com 3,4-dihidroxifeniletanol (3,4-DHPEA-EDA).

Realizou-se uma anélise conformacional destes compostos, mediante espectroscopia de
Raman associada a célculos de mecénica quéntica (ao nivel da Teoria dos Funcionais de
Densidade, DFT). Deste modo, foram calculadas as geometrias mais estéveis, as respectivas
energias relativas e as correspondentes frequéncias vibracionais harmoénicas, permitindo uma
atribui¢do completa dos espectros de Raman experimentais. A analise conformacional incidiu
ainda sobre alguns metabolitos do HTy, nomeadamente o alcool 4-hidro-3-metoxifeniletanol

[(MOPET) (4lcool homovanilico)], o acido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC) e 4cido 4-

hidroxi-3-metoxifenilacético [(HVA) (dcido homovanilico)].

A analise de todos os espectros experimentais (amostras no estado sélido e em solugéo)

permitiu determinar as caracteristicas espectrais tipicas para cada composto, levando ao




estabelecimento da espectroscopia de Raman como um método rapido, exacto e ndo destrutivo,
para a identificagdo rigorosa deste tipo de compostos fendlicos.

Além da andlise conformacional dos compostos polifendlicos em estudo, fez-se ainda
uma avaliagdo in vitro da sua actividade citotoxica, face 4 linha celular de melanoma
amelanotico humano (C32), visando aferir pardmetros que reflectem a acgdo citotoxica versus
citoprotectora destes sistemas. Dos polifenois investigados, o 3,4-DHPEA-EA e o 3,4-
DHPEA-EDA apresentaram uma nitida ac¢do citotoxica sobre a linha celular C32, enquanto a
OP se mostrou citoprotectora em todas as concentragdes testadas. Por outro lado, o HTy
apresentou uma dualidade de caracter (citoprotector versus citotdxico) de modo dependente da
concentracao.

O presente estudo confirma a conhecida dualidade de acgdo bioldgica de compostos
polifendlicos, devida a um equilibrio entre as suas capacidades antioxidante e pré-oxidante

fortemente dependentes da concentragéo.
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INTRODUCAO

1. Introduciio

Nas ultimas décadas registou-se um crescente interesse no estudo de substincias com
propriedades antioxidantes por parte da cdmunidade cientifica. Com efeito, o principal
fundamento inerente aos milhares de estudos publicados até ao momento tem o cerne na
aplicabilidade farmacoterapéutica tedrica destes compostos no Homem, cuja administragfo
permitiria reforgar os mecanismos naturais de defesa do organismo contra os agentes oxidantes
resultantes do stress oxidativo e deste modo contribuir para: (i) a prevengdo e consequente
diminuigfio de lesdes celulares/estruturais; (i) o controlo da proliferagéo celular a par da
inducdo de morte celular controlada — apoptose — em linhas celulares cancerigenas; (iii) a

diminuigéo da incidéncia de vérias patologias cronicas incluindo diversas neoplasias.

Neste capitulo introdutério sfio abordados alguns temas gerais sobre o processo de
carcinogenese e o papel dos antioxidantes. As moléculas analisadas ao longo deste estudo, bem
conhecidos pelas suas propriedades antioxidantes [1-7] foram: o 3,4-dihidroxifeniletanol
[hidroxitirosol, (HTy)], a oleuropeina (OP), um isémero da oleuropeina aglicona [4cido
elenoico-esterificado com 3,4- (dihidroxifenil)etanol (3,4-DHPEA-EA)] e a forma dialdeidica
do 4cido elendico esterificado com 3,4-(dihidroxifenil)etanol (3,4-DHPEA-EDA). Numa
segunda parte deste capitulo, ¢ apresentada informagdo sumaria relativa aos métodos utilizados
no decurso deste trabalho, nomeadamente: calculos de mecénica quintica; espectroscopia de
Raman; e método colorimétrico da Sulforrodamina B utilizado na determinagfo da proliferagéo

celular.
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O presente trabalho teve como objectivos principais:

(i) a andlise conformacional destes compostos, mediante espectroscopia de Raman
associada a célculos de mecénica quantica (ao nivel da Teoria dos Funcionais de Densidade,
DFT). Célculo das geometrias correspondentes a minimos de energia e as respectivas
frequéncias vibracionais harménicas tedricas que permita uma atribuigio completa dos
espectros de Raman experimentais. Incidir, ainda, a andlise conformacional sobre alguns
metabolitos do HTy, nomeadamente o alcool 4-hidro-3-metoxifeniletanol (MOPET) (alcool
homovanilico), o 4cido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC) e 4cido 4-hidroxi-3-
metoxifenilacético (HVA) (4cido homovanilico);

(i1) avaliagdo in vitro da actividade citotoxica, face a linha celular de melanoma
amelanético humano (C32), visando aferir pardmetros que reflectem a acgdo citotoxica versus

citoprotectora dos compostos em estudo.




INTRODUCAO
1.1. Stress Oxidativo: actividade antioxidante versus actividade pré-oxidante

Stress oxidativo ¢ a designacdo generalista atribuida a um conjunto de
processos/reacgdes, mediante as quais se desenvolve um desequilibrio orginico na relagdo
oxidante versus antioxidante, com favorecimento do primeiro [8 - 10, 11]. Com efeito, e neste
caso particular, os mecanismos de defesa naturais presentes no organismo, anti-oxidantes
enzimaticos ¢ ndo enzimdticos (Figura 1.1) [9, 12, 13-15], ndo sdo suficientes para a
normalizag¢do do equilibrio redox, com consequente aumento de espécies reactivas de oxigénio
(ERO) e espécies reactivas de azoto (ERA), derivadas quer de fontes internas quer externas ao
organismo (Figura 1.1) [9, 16]. As ERO/ERA possuem um papel determinante no estado redox
intracelular e, consequentemente, na promogdo de lesdo e morte celular, sendo gerados no
organismo enquanto parte de diversos processos metabélicos essenciais que sustentam a vida,
particularmente a respirag#o celular mitocondrial [8,12,17].

O ADN constitui, provavelmente, o principal alvo das ERO/ERA nos processos de
muta- e carcinogénese, podendo os danos adquirir varias formas, desde a oxidagdo especifica
das bases puricas e pirimidicas, passando pela quebra das cadeias de ADN, culminando na
formagdo de microniicleos (importante marcador biolégico de lesdo do material genético
celular), produtos estes que podem acumular-se intracelularmente, dependendo da natureza
molecular das ERO/ERA envolvidas, da sua taxa de produgdo, bem como dos mecanismos de
defesa celular disponiveis na protecgio/reparagdo dos danos oxidativos [18-20]. A acumulagéo
de mutagGes derivadas de danos oxidativos no ADN ¢ tida como um passo crucial nos
processos de carcinogénese no ser humano [9,21-23].

As ERO promovem também a oxidagfo proteica, resultando em alteragdes da
conformagdo e fungdo a nivel celular, exacerbando os processos de degradagfo proteica com a

modificagdo consequente dos sinais de transdugdo e da expressdo de varios genes [9,12,17,24-

29]. Por outro lado, as ERO induzem a peroxidagdo lipidica a nivel membranar, por reacgdo
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com os acidos gordos polinsaturados com formagdo de radicais e hidroperoxidos lipidicos [30].
Com efeito,-a oxidagdo lipidica acarreta altera¢les irreversiveis quer na estrutura, quer na
fungdo membranar [30], sendo ainda responsavel pela produgdo de aldeidos extremamente
reactivos [ex.: malondialdeido (MDA), 4-hidroxinoneal (HNE)], capazes de exercer alteragdes
estruturais ao nivel do ADN e proteinas por formagdo de aductos e, concludentemente,
encetarem efeitos mutagénicos, genotdxicos e citotoxicos, que colocam em causa a proliferagdo
celular [12,18,31-34].

Varios estudos relacionam os agentes oxidantes com a génese de varias condigdes
clinicas cronicas como diabetes mellitus, aterosclerose, inflamagdo cronica, infecgdes virais,
lesdes isquémicas, doengas neurodegenerativas e um vasto leque de patologias com espectro
neopldsico maligno [9,17,35-43]. Justifica-se desta forma o crescente interesse por compostos
com actividade antioxidante, tendo em vista o delineamento de estratégias farmacoterapéuticas

para a prevengdo e tratamento de varias patologias.

Stress oxidativo
28| - Mitocdndria (fosforilagdo oxidativa) l
z . 03,HO",H,0, ,"NO,
g - Citocromo P450 e S 22
) i HO3 ,0NOO",°NO, ,COy’ Oxidagdo lipidica ¢
4 | - Macréfagos/Células inflamatorias proteica, alteragdes
ﬁ - Per6xissomas estruturais do ADN
-4
bl | - Xantina oxidase I l
ANTIOXIDANTES
e
ERO/ERA oxoaNTES Alter'ac';bes membranare;
- Instabilidade cromossomica
0 . T Modificagao dos sinais de
% - Compostos pro-oxidantes I transdugio
é - Metais (reacgzo de Fenton e de Haber-Weiss) l
ﬁ - Radiagdes UV ¢ ionizantes -3 07,HO I
z . Patogéneos l Efeltqs mutag.émco.s,
W genotdxicos e citotoxicos
_ ANTIOXIDANTES . l
Niilo enzimdticos: Enzimdticos: Alteragdes na viabilidade
- Vitamina E - B-caroteno - Superdxido dismutase - Glutationa-redutase celular
- Vitamina C - Catequinas - Catalase - Tioredoxina l
- Glutationa - Acido trico - Glutationa-peroxidase CANCRO
- Albumina - Polifendis

Figura 1.1. Fontes de ERO e ERA, e mecanismos de defesa antioxidantes presentes no organismo.
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E essencial realgar que nem sempre as ERO constituem produtos metabélicos
prejudiciais para o organismo e que o papel especifico destes na etiologia multifactorial de uma
pluralidade de doengas malignas ainda ndo foi descrutinado.

Genericamente, aos agentes oxidantes s3o atribuidas propriedades indutoras de
processos de apoptose, desregulagdo na proliferagdo celular, iniciagdo e progressdo de
processos neopldsicos [44], ao passo que aos agentes antioxidantes s3o adjudicadas
caracteristicas citoprotectoras perante a morte celular. No entanto, varios estudos evidenciam
que os agentes oxidantes desempenham um papel fisiologico importante quer nas vias
intracelulares de sinalizagdo [45-47] quer nas vias de activagdo de apoptose [12,48, 49,50,52]
por modulag@o da actividade de vérios factores da transcrigdo [ex.: factor nuclear-kappa B (FN-
kB), proteina activadora 1 (PA-1) proteinas-G, fosfatases, cinases e receptores activados por
cinases MAP (do anglo-saxénico «mitogen activated protein kinase») [9,12,18,43,50-55].

Pequenas variagSes na concentragdo de ERO intracelular revertem em alteragdes no
estado redox e, em virtude da sua concentragfio, podem encetar a proliferagiio celular ou a
activagfo das vias de morte celular programada, apoptose [12,49], podendo este constituir
ironicamente um mecanismo de controlo na proliferagdo celular, isto €é, supressio de linhas
celulares que iniciaram processos neoplasicos de proliferagdo desadequada [54,55]. Por outro
lado, o papel especifico na indugdo deste processo é ainda controverso, uma vez que as ERO
constituem espécies altamente reactivas e pouco especificas, ndo constituindo, & luz dos
conhecimentos actuais, mediadores de vias de sinaliza¢do altamente coordenadas de apoptose.
Com efeito, o possivel desenvolvimento de estratégias terapéuticas antineoplasicas baseadas na
utilizagdo de agentes oxidantes, como indutores de morte celular programada em células
cancerigenas, constitui uma possibilidade sobre a qual vérios estudos se tém debrugado,
particularmente no que diz respeito a utilizagdo de compostos com cardcter dual

citoprotector/citotéxico como os compostos polifendlicos em estudo [54].
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Assim, o efeito da administragdo de agentes antioxidantes em humanos ¢ muito
controverso, principalmente no que refere & utilizagdo de compostos que apresentam
caracteristicas duplas (antioxidantes/pro-oxidantes), como os compostos polifendlicos,
existindo mesmo estudos que evidenciam que alguns destes compostos, em determinadas
circunstdncias, podem actuar como pro-oxidantes, redundando na indugdo de apoptose em
varias linhas celulares [34,56]. Por outro lado, alguns estudos sugerem que a utilizag8o abusiva
de antioxidantes em individuos com baixos niveis de ERO, pode resultar no bloqueio dos
mecanismos preventivos da proliferagdo celular desadequada e processos neoplasicos,
dependentes de ERO, podendo em ultimo caso culminar na exacerbagfio dos processos de
carcinogénese celular e desenvolvimento de vérias formas de cancro [8,57].

Por ultimo, os mecanismos de regulagdo do crescimento celular constituem processos
altamente complexos e, como tal, o papel dos agentes oxidantes no decurso destes sistemas
dependerd de vérios factores, entre os quais de destacam a natureza molecular da espécie

reactiva, a respectiva concentragfio local, o tipo e idade celular bem como estado do processo

degenerativo [9,12,54].
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1.2, SISTEMAS

1.2.1. Consideragdes Gerais

Nas 1ltimas décadas, diversos estudos foram realizados com o objectivo de investigar as
propriedades benéficas para a saide humana, adjudicados ao consumo de vérios compostos
fenolicos veiculados em varias frutas e vegetais. O crescente interesse no estudo das potenciais
relagdes entre a etiologia de um vasto leque de patologias, respectivas formas de prevengéo e o
estado antioxidante, consolidou a constitui¢do de uma importante 4rea de investigagéio [58].

Varios estudos epidemiolégicos demonstram que a incidéncia de vérias doengas
cronicas e determinadas formas de cancro ¢ consideravelmente inferior nos paises da bacia
mediterranea, relativamente ao resto da Europa [59,60]. Esta evidéncia tem vindo a ser
relacionada a tradicional «dieta mediterranicay, caracterizada pela abundéncia em peixe, vinho,
vegetais, frutas, cereais, legumes e leite, constituindo o azeite virgem a principal fonte de
gordura, que representa cerca de 20% da energia total adquirida neste estilo alimentar [61-66].

O azeite virgem desempenha um papel fundamental na prevengio e no controlo de
vérias patologias, incluindo diabetes acompanhada de hipertrigliceridemia, varias formas de
hipercolesterolemias, doengas autoimunes [61], bem como varias doengas neoplasicas com
diferentes localizagbes anatémicas como cancro da mama, colorectal [67-70], préstata [71],
pulmdo [72], laringe [73], ovarios [74], sendo estas propriedades atribuidas & sua composi¢iio

particularmente rica em compostos polifendlicos com actividades antioxidante, anti-tumoral e

B

anti-aterosclerética ja demonstrados em varios estudos [58,75-77]. Com efeito, de entre os
compostos minoritdrios caracteristicos da constituigdo do azeite, os compostos fendlicos
representam o grupo mais estudado, particularmente no que diz respeito a sua actividade anti-

oxidante [23].




INTRODUCAO

O azeite é um dos mais antigos Oleos vegetais conhecidos, sendo produzido
fundamentalmente nos paises da bacia mediterranea. No entanto, foi apenas nas ultimas décadas
que se assistiu a um crescente interesse na utilizagdo deste 6leo vegetal como ingrediente em
culinaria, e como gordura vegetal na dieta [78]. E obtido a partir da extracgdio do 6leo de
azeitona, fruto da oliveira (Olea europea), constituindo um dos poucos dleos que pode ser
directamente consumido na sua forma natural, sem necessidade de refinagdo/processamento,
preservando deste modo os seus constituintes e, consequentemente, as importantes propriedades
bioldgicas a eles adjudicados.

O potencial antioxidante dos polifendis do azeite, nomeadamente dos compostos
objectos deste estudo, tem sido alvo de inumeras investigag¢Ges, tanto pelo seu contributo para a
promogdo da satide, mas também pelo facto de constituirem compostos basilares na resisténcia
contra a auto-oxidagdo e formagdo de rango, contribuindo a par da actividade anti-oxidante
exercida por outros componentes (ex.. tocoferois) para a estabilidade/resisténcia e
caracteristicas organolépticas (flavor e aroma) do azeite [4,58,61,64,78-89].

A composigdo fendlica do azeite ¢ bastante complexa, incluindo diferentes classes de
fendis com propriedades hidrofilicas como os flavondides, 4cidos fenolicos (ex.: acido galhico,
acido ferrulico), &lcoois fenolicos (ex.: HTy e tirosol), derivados secoiridoides (ex.: OP, 3,4-
DHPEA-EDA ¢ 3,4-DHPEA-EA) e lignanos [ex.: (+)-pinoresinol] [78,82,90], sendo que todos
apresentam actividade anti-oxidante relevante.

Os sistemas em anélise no presente estudo (Figura 1.2.) constituem compostos fendlicos
presentes no azeite, na azeitona e ainda nas folhas de oliveira. Quimicamente apresentam-se
como moléculas dotadas de um anel aromético com um ou mais substituintes hidroxilo. As
caracteristicas estruturais séo determinantes para as actividades bioldgicas mediadas por estes

compostos [83, 84].
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Figura 1.2, Representagfo das estruturas moleculares dos compostos fenélicos em estudo.

1.2.2. HTy

O HTy (Figura 1.2) pertence a classe dos alcoois fendlicos e tem sido encontrado
principalmente em frutos da familia das Oleaceae como é o caso da Olea Europaea. Os
derivados do hidroxitirosol, em especial as formas esterificadas com o 4cido elendico e seus
derivados (OP, 3,4-DHPEA-EA e 3,4-DHPEA-EDA) representam os compostos maioritarios da
fracgdo fenolica do azeite [91-94]. Assim, e devido 4 falta de estudos de biodisponibilidade,
ainda ndo ¢ claro até que ponto a actividade biologica dos varios ésteres do HTy estard
dependente da sua hidrdlise in vivo. Vérias andlises evidenciam importantes propriedades
antimicrobianas, antiagregantes, vasodilatadoras, hipolipidémicas e hipoglicemiantes deste
composto, muitas das quais relacionadas com a actividade anti-oxidante [95], despertando o
interesse destes constituintes, no que diz respeito a sua aplicabilidade farmacoterapéutica num

vasto leque de patologias, bem como aos beneficios associados ao consumo efectivo destes

10
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compostos na dieta humana [96]. Para além destas propriedades, o HTy exerce efeitos
preventivos na oxidagdo das LDL (do anglo-saxonico «low-density lipoproteinsy) directamente
envolvidas na formagéio da placa de ateroma e consequentemente no desenvolvimento de
doengas cardiovasculares [59,95,97], bem como na inibigdo da proliferagdo celular de linhas
humanas cancerigenas (leucemia promielocitica HL60, c¢olon HT29 e células de

adenocarcinoma HT20), através da cessagdo do ciclo celular e indugéo de apoptose [98,99].

1.2.2.1. Metabolitos do HTy

Estudos de biodisponibilidade do azeite virgem, realizados quer em seres humanos quer
em animais, demonstram que o HTy ¢ absorvido e sofre reacgdes de metabolizagio de fase I
(reacgbes de funcionalizagdo: oxidagdo, redugdio) e de fase II (conjugagdo ou adigdo de
compostos enddgenos: glucuronidagdo, sulfonagdo, metilagdo) (Figura 1.3.), registando-se a
presenca de vdrios dos seus metabolitos no plasma sanguineo [79], sendo eliminados
maioritariamente através da via urinaria [81,100-105]. O facto do HTy sofrer metabolizagdo
extensa e rapida, levanta a questfio: serfio os metabolitos do HTy responsaveis em parte pelas
propriedades biologicas adjudicadas ao HTy? Com efeito, e 4 medida que o HTy vai sendo
metabolizado, a integridade da estrutura orto-difendlica, basilar na actividade antioxidante,
sofre altera¢des, podendo resultar na diminuigdo das propriedades biologicas deste composto
[102]. No entanto, ainda ndo ¢ claro se as propriedades benéficas do azeite estdo directamente
relacionadas com os seus constituintes ou com os seus metabolitos [91]. Em relagdo ao HTy
existem ainda poucos estudos sobre a distribuigdo, toxicidade e metabolismo deste composto

[102].
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1.2.3. Secoiridoides

Os compostos fenolicos classificados como secoiridoides sdo caracterizados pela
presenca de acido elendico ou de derivados deste[106]. Os secoiridoides provenientes da
familia Oleaceae sdo normalmente derivados de um tipo de glucosidos (oleosidos),
caracterizados pela presenga de grupos funcionais resultantes da combinagio de 4cido elendico
e residuos glucosidicos [64]. Os secoiridoides em estudo sdo, como ja foi atras referido, a OP, o

3,4-DHPEA-EDA ¢ o 3,4-DHPEA-EA.

1.2.3.1. OP

A OP (Figura 1.2) esta presente em grandes quantidades (60-90 mgg™', peso seco) nas
folhas da oliveira e também em todas as partes constituintes do fruto (pele, polpa e semente)
[64. A OP ¢ o composto fendlico mais abundante nas azeitonas [107]. A medida que as
azeitonas vdo amadurecendo, os niveis de OP diminuem em virtude da exacerbagiio dos
processos de hidrolise naturais [60,91,108], influenciando as propriedades organolépticas do
azeite [60]. Vidrios estudos adjudicam a este composto diversas caracteristicas bioldgicas, as
quais estdo directa ou indirectamente relacionadas com as suas propriedades antioxidantes,
incluindo propriedades anti-inflamatérias, anti-agregantes plaquetéarios {109], antimicrobianas e
anti-virais [63,64,91,110], anti-tumorais [111] e efeitos cardioprotectores [112]. Um estudo
efectuado por Hamdi e Castellon [111] evidenciou que a OP, quando administrada oralmente a
ratos que desenvolveram tumores esponténeos, provocou a completa regressdo destes em 9-12
dias [111]. A OP tem vindo a demonstrar resultados promissores no que diz respeito aos seus

potenciais efeitos benéficos para a satide humana [64].
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1.2.3.2. Derivados da OP

Os compostos 3,4-DHPEA-EDA e 3,4-DHPEA-EA (Figura 1.2), constituem produtos
secoiridoides resultantes da hidrélise da OP [6], por intermédio de B-glucosidases [90]. Sdo os
compostos com estrutura fendlica mais abundantes no azeite virgem, manifestando extensa
actividade antioxidante [4, 113, 114]. Apesar desta evidéncia, poucos sdo os estudos que
incidem sobre os efeitos fisioldgicos benéficos destes compostos, principalmente devido &

dificuldade inerente ao isolamento de quantidades significativas dos mesmos [6].

Apesar da relevante bioactividade dos secoiridoides, principalmente devido as
propriedades antioxidantes associadas, e da irrefutdvel relagdo com o estado conformacional
destes compostos, determinante nas suas propriedades citotoxicas e citoprotectoras, poucos sdo
os estudos publicados até a0 momento que se debrugam sobre a relagio estrutura-actividade dos
polifendis em andlise. Com efeito, actualmente reconhece-se que pequenas modificagdes nas
caracteristicas estruturais destes compostos, afectam dramaticamente a sua bioactividade, em
similitude ao que foi registado para outros fendis dietéticos (ex. hidroxicinamatos)
[84,115,116].

O potencial antioxidante dos polifenois do azeite, amplamente estudado, nomeadamente
dos compostos objectos deste estudo, e a relagdo com o seu provavel potencial anticancerigeno,

impulsionou a realizagfo do presente estudo.
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1.3. Métodos
1.3.1. Cslculos de Mecéinica Quéntica

A determinagdo da estrutura molecular pode ser efectuada através de calculos
computacionais. Estes podem ser realizados através de métodos de estrutura molecular, que
utilizam as leis da mecénica quéntica como base [117,118]; ou mediante simulagdes mecénicas
moleculares, que utilizam as leis da fisica classica e alguns pardmetros experimentais nos
sistemas estudados (célculos semi-empiricos). No presente trabalho utilizam-se os calculos de
mecanica quantica. Destes faz parte o método Hartree-Fock (HF), um método ab-initio (cujo
significado € “comegar do inicio”) que se baseia na teoria das orbitais moleculares definida pela
equagdo de Schroedinger (1). Esta equagdo permite calcular a energia de uma molécula
recorrendo a um pequeno nimero de constantes fisicas (velocidade da luz, constante de Planck,
e as massas e cargas de electrdes e nucleos), tendo solugfo exacta s6 para sistemas de um
electrio e solugdo aproximada para sistemas complexos (correspondente ao minimo de

energia).

Hy =Ey 1))

H - operador Hamiltoniano
v - fung@o de onda molecular que representa o sistema

E - energia do sistema.
Os métodos HF recorrem a bases de fungBes que permitem definir as orbitais

moleculares através de um algoritmo iterativo, sendo conhecidos como métodos de campo

autocoerente (SCF, Self Consistent Field). A maior limitagdo desta metodologia, é o facto de
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ndo ter em conta os efeitos de correlagdo electronica, assumindo a energia de repulsdo como
uma média das orbitas moleculares.

As bases de fung¢des sdo combinagdes lineares de fungdes que representam descrigdes
matematicas das orbitais moleculares contidas no sistema que se pretende representar e que
restringem cada electrdo a uma determinada regido espacial. Assim, bases de fungdes mais
extensas corresponderdo a menos constrigdes, obtendo-se aproximag¢ldes mais precisas aos
sistemas reais.

As bases usadas neste trabalho consistem em combinag¢es de fungdes lineares
Gaussianas: (i) 6-31G - seis Gaussianas primitivas para cada orbital atdbmica do cerne, e duas
combinagdes duplo-zeta, de respectivamente trés e uma Gaussianas para cada orbital de
valéncia; (7i) 3-21G - trés Gaussianas primitivas para cada orbital atdmica do cerne, e duas
combinagdes duplo-zeta, de respectivamente duas e uma Gaussianas para cada orbital de
valéncia [119]. Estas bases contém ainda fung¢bes de polarizagdo para as orbitais p e d, que
permitem as orbitais mudar de tamanho e forma (6-31G*: considerando o efeito de polarizagio
nos atomos pesados, € 6-31G**: considerando o efeito de polarizagdo em todos os atomos).

A metodologia HF fornece uma aproximagdo razoavel para uma grande diversidade de
sistemas, mas as suas limitagdes e complexidade levaram a procura de uma outras abordagens
matemdticas. Nos anos 20, foi desenvolvida uma teoria por Thomas, Fermi e Dirac que separa a
energia nas suas duas componentes principais - cinética e potencial - definindo-as como
fung¢des da densidade electrénica em termos classicos. Esta teoria serve de base para a Teoria
dos Funcionais de Densidade (Density Functional Theory, DFT) [119].

A DFT comega a moldar-se apds Hohenberg e Kohn provarem que as propriedades de
um sistema polielectrénico no seu estado fundamental podem ser inteiramente definidas pela
densidade electronica, formulando os Teoremas da Existéncia e Variacional [120]. No entanto,

estes métodos sO apresentam vantagens a partir do momento em que ndo seja necessario
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recorrer a equagdo de Schodinger para seleccionar as melhores fungdes de densidade
electrénica para descrever o sistema. Esta restrigdo é superada através do Método de Campo
Coerente de Kohn e Sham (KS-SCF), que valida a utilizagéo do operador Hamiltoniano para o
sistema real ao descrever um sistema hipotético sem interac¢8o electrénica e encontrar um
sistema real com interacgdo descrito pela mesma fungfio de onda.

Os métodos DFT, usados ao longo deste estudo, encaram a parti¢éo da energia total E(p)
em diferentes componentes e consideram o efeito de correlagdo electronica: a energia cinética
resultante do movimento dos electrdes E'(p); a energia potencial associada a atracgfo nucleo-
electrdo e a repulsfo nucleo-nticleo EJ(p); o termo de repulsdo electrdo-electréo EJ(p); e a

energia de troca e correlagfio electronica EX(p).

E(p)=E’(p)+ EV(p)+ E’(p)+ E*(p), (2)

em que a componente EXC(p) representa as interacgdes electrdo-electrdo ndo incluidos nos

termos anteriores (troca EX(p) e correlagdo ES(p)).

E*(p)= E*(p)*+ E°(p) @)
'

Os termos acima apresentados sdo determinados por diferentes funcionais de densidade
electronica: inicialmente utilizou-se o LDA (Local Density Aproximation), andlogo ao termo de
troca de Slater, como funcional de troca [121], actualmente substituido por outros mais recentes
como 0 VWN (Vosko Wilk e Nusair) [122]. O GGA (Generalised Gradient Aproximation)
[123], veio melhorar a aproximagdo anterior, através da introdugdo do gradiente para além da
densidade electrénica, corrigindo deste modo o erro proveniente da ndo uniformidade espacial

da densidade. Neste tipo de funcionais (GGA) encontram-se o de troca de Becke (B ou B88)
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[124]; os de correlagdo de Lee, Yang e Parr (LYP) [125] e o de Perdew ¢ Wang (PW91). Além
destes funcionais sdo também usados métodos Hibridos ou de Ligagdo Adiabatica (Adiabatic
Connection, Methods ACM), com uma componente HF. Nestes inclui-se o B3LYP [126],
método amplamente utilizado, e através do qual se realizaram todos os célculos apresentados
neste trabalho. Consiste num método parametrizado por Becke e recorre a funcionais de troca
que incluem uma mistura de termos HF ¢ DFT, e aos funcionais de correlagio VWN3 e LYP.
Como a aproximag¢do LYP inclui termos de correlagdo locais e ndo locais, o funcional de
correlagdo utiliza o VWN3 para adicionar o excesso de correlagdo requerido.

As frequéncias de vibra¢do calculadas obtém-se através das segundas derivadas da
energia em relagdo & posi¢do dos nucleos. Os métodos DFT tém capacidade para resolver
analiticamente estas segundas derivadas, que se traduz numa diminui¢&o significativa do tempo
de célculo, permitindo obter resultados fidveis com menores custos computacionais [119].

Os célculos de mecénica quintica com base na DFT permitem determinar as
conformagdes mais estadveis de um determinado composto, assim como as suas frequéncias
vibracionais harmonicas, actividades de Raman e intensidades de IV para uma molécula isolada
(estado gasoso). Este tipo de célculos, para além de localizar um minimo de energia, permite
estabelecer as preferéncias conformacionais da molécula em estudo. Sempre que uma
optimiza¢3o de energia é realizada é conveniente proceder ao estudo das correspondentes
frequéncias vibracionais harmonicas, de modo a distinguir minimos reais de pontos sela (que
apresentam frequéncias negativas). Deste modo, apenas quando todas as frequéncias
encontradas sdo positivas se pode afirmar que o ponto estaciondrio ¢ um minimo real
(conférmero) na superficie de energia potencial.

A comparagdo entre os dados tedricos e experimentais constitui um precioso auxilio
para a atribuigdo espectral, fornecendo informagdo sobre a estrutura real da molécula. No

entanto, a analise comparativa das frequéncias experimentais e calculadas deve ser realizada
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com algumas restri¢des, uma vez que os célculos de frequéncias so realizados considerando a
molécula isolada. Geralmente os espectros de Raman sdo obtidos para amostras sélidas ou
liquidas e, assim, h4 que ter em consideragdo a presenga de interacgdes inter- e intramoleculares
que nfo sdo previstas pelos célculos. Deve ser também considerada a possibilidade de
interferéncias devidas a anarmonicidade das vibragdes, ndo incluidas na analise tedrica. Estas
consideragdes devem ser tidas em conta nos casos em que as frequéncias experimentais

encontradas apresentem um desvio significativo em relagdo as calculadas.
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1.3.2. Espectroscopia de Raman

O fisico indiano C.V. Raman, em 1921, iniciou uma série de estudos acerca da disperséo
da luz através de meios transparentes de todos os tipos. Estes estudos conduziram a descoberta
de um tipo de radiagdo secundaria com vérios comprimentos de onda que permanecia apos
purificagdo e destilagdo dos compostos em estudo. Raman estudou e documentou este
fendmeno, apresentando-o em 1928 como Efeito de Raman, reconhecendo imediatamente a sua
importancia como ferramenta no esclarecimento da estrutura da matéria, devido ao facto de este
ser um fendémeno universal € um processo ndo destrutivo.

A luz do Sol filtrada era inicialmente a radiag¢do utilizada pois era a unica disponivel. Esta
apresenta baixa intensidade, o que, aliado & pequena extensdo do fenémeno (apenas 0,0001%
dos fotdes € difundido por este efeito), viria durante varios anos a ser a limitagdo desta técnica
[127]. No entanto, a espectroscopia de Raman viria a tornar-se numa das mais proeminentes
técnicas de estudo da matéria a partir da invengdo e aperfeigoamento do LASER (Light
Amplification by Stimulated Emission of Radiation).

Apos a irradiagdo de uma amostra com um feixe de luz intenso e monocromatico,
verificam-se trés interac¢des distintas com a luz: esta pode ser absorvida, transmitida pela
amostra, ou difundida. A espectroscopia de Raman baseia-se na detec¢do da luz difundida por
uma amostra em que um composto deixa a sua “impressdo digital”. Quando incidem numa
molécula, os fotdes podem ser difundidos elasticamente (com a mesma frequéncia com que
incidem na amostra) - difusdo de Rayleigh, originando uma banda com o mesmo nome - podem
também sofrer difusdo ineléastica (sfo difundidos com diferentes frequéncias, relativamente a

frequéncias dos fotdes incidentes), originando as bandas de Stokes e anti-Stokes [128-130].
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Figura 1.4. Diagrama de Jablonsky: representagiio das transi¢des entre estados vibracionais [131.132].

A banda de Rayleigh corresponde a radiagdo de excitagio; trata-se de uma banda muito intensa
sem interesse na analise estrutural do sistema, e € cortada antes de atingir o detector (de modo a
ndo o danificar). A difusdo inelastica é a que estd na origem do efeito Raman, revelando
informagdes sobr¢ a estrutura molecular. No caso da radiagdo incidente sofrer uma perda de
energia, origina bandas de Stokes: esta condig¢do verifica-se quando a molécula parte do estado
vibracional fundamental para o estado virtual de menor energia, regressando depois para um
estado vibracional mais elevado (Figura 1.4) [131,132]. Esta transi¢do entre estados envolve
menor energia, correspondendo assim a menores frequéncias, o que faz com que bandas de
Stokes se situem & esquerda da banda de Rayleigh. As bandas de anti-Stokes, que correspondem
a transi¢des entre um estado excitado e o estado virtual de maior energia, seguidas do regresso

ao estado fundamental, situam-se a maiores frequéncias, a direita da banda de Rayleigh. Devido
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a menor populagéo dos estados excitados, as bandas anti-Stokes so menos intensas que as de
Stokes [128].

Em espectroscopia de Raman analisam-se essencialmente as bandas de Stokes presentes
nos espectros registados. No entanto, por vezes sdo também analisadas as bandas de anti-
Stokes, sendo que algumas caracteristicas fisicas podem ser analisadas através da diferenga de
intensidade entre os dois tipos de bandas.

A existéncia de estados vibracionais virtuais marca a diferenga entre espectroscopia de
Raman e de Infravermelho (IV), que analisa também sinais que correspondem a diferengas de
energias entre distintos niveis vibracionais. Cada modo de vibra¢do molecular tem uma distinta
diferenca de energia entre os diferentes niveis vibracionais, e esta reflecte-se na frequéncia dos
fotdes difundidos, pelo que cada banda correspondera a um modo de vibragdo especifico, ou
combinagdo de modos [129,132].

Tanto a espectroscopia de Raman como o IV permitem caracterizar estruturalmente uma
molécula, mas estas técnicas sdo complementares, sendo geralmente as bandas intensas num
dos tipos, ténues no outro. Em moléculas com um centro de inversdo por exemplo, sinais
activos em IV néo o sdo em Raman e vice-versa.

O espectro de Raman ¢ sistematicamente dividido em duas regides, uma a menores
frequéncias correspondente a vibragdes de toda a estrutura molecular, normalmente chamadas
vibragdes de esqueleto; e uma outra a frequéncias mais elevadas, na qual se situam bandas
correspondentes a vibragdes de grupos especificos (“impressdo digital”).

Para além da ja referida complementaridade com o IV, encontram-se ainda varias
vantagens na espectroscopia de Raman relativamente a outras técnicas: a simplicidade de
preparagdo da amostra e a possibilidade de esta se encontrar em qualquer estado fisico; permite
também a utilizagdo de solugdes aquosas (devido a baixa intensidade das bandas produzidas

pela agua), facto de relevo no estudo de sistemas bioldgicos; permite analisar compostos
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orgénicos e inorganicos; e tem sensibilidade para detectar quantidades residuais de compostos
[133].

A limita¢do desta técnica sﬁrge com a ocorréncia de fluorescéncia (Figura 1.4). Este
fenémeno gera uma banda que se sobrepde as bandas de Raman (bandas muito menos intensas),
podendo mesmo ocultd-las. Este facto ¢ contrariado através da utilizagdo de diferentes
radiagdes de excitagdio, ou através da optimiza¢do dos pardmetros experimentais para um
melhor compromisso entre intensidade das bandas de Raman e auséncia de fluorescéncia.

Os desenvolvimentos a nivel tecnoldgico (como os deteetores Charge Coupled Device,
CCD), fazem da espectroscopia de Raman uma técnica cada vez mais eficaz e versatil, com
ampla aplicagdio para além da Quimica-Fisica Molecular, nas 4reas da Ciéncia Forense [133],
Bioquimica [134], Arte e Hist6ria [135,136], Farmacologia e ainda em Ciéncias Biomédicas
[137,138], nomeadamente o Raman acoplado & microscopia (espectroscopia de Raman), onde
para além de diagnéstico, oferece grande potencialidade para monitorizagio de sistemas in vivo

[139-145],
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1.3.3. Avaliacdo da Actividade Citotéxica

Determinagiio da Proliferacéio Celular pelo Método da Sulforrodamina B

Foi avaliada a actividade citotdxica dos polifendis do azeite em estudo, procedendo a
medigdo da proliferagio de células cancerigenas humanas de melanoma amelanédtico (C32),
expostas aos compostos, em diferentes concentragdes, durante 72 horas.

A proliferagfo celular foi medida através do método da Sulforrodamina B (SRB) [146-
148]. Este teste avalia o conteudo proteico de culturas celulares (aderentes ou em suspensio), e
baseia-se no pressuposto da sintese proteica ser uma medida fiivel da proliferagio celular

[149]. (CH,-CH,),N +(CH,-CH,),

Figura 1.5. Estrutura molecular da Sulforrodamina B.

A SRB (Figura 1.5) ¢ um corante aminoxanteno de cor rosa, com dois grupos sulfénicos
que lhe conferem a capacidade de se unir electroestaticamente aos aminoacidos basicos das
proteinas; como este se liga aos residuos dos aminoacidos numa estequeometria de 1:1, a
quantidade de corante acumulado € proporcional ao nimero de células presentes [149]. A
fixagdo do corante aos aminoacidos é favorecida por condi¢Ses ligeiramente 4cidas, e existe
dissociagdo em meio bésico, utilizando-se assim este corante em solugéo 4cida.

A forte intensidade de cor da SRB permite a detecgdo de densidades celulares baixas, da
ordem de 1,0x10° a 2,0x10* células por pogo, apresenta linearidade num alcance de 7,5x10% a
1,8x10° células por pogo, e uma razdo sinal-ruido de 4,83 para uma densidade de 5000 células
por pogo. Esta sensibilidade ¢ comparavel a das técnicas de fluorescéncia, e superior a de vérios

outros meétodos colorimétricos, como o do Azul de Alamar ou o do MTT [150].
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Compostos Fendlicos do Azeite

O HTy foi sintetizado a partir do acido 3,4-dihidroxifeniletanoico (Sigma —Aldrich, S.
A. Sintra, Portugal) de acordo com o procedimento descrito por Baraldi e colaboradores [1]. Os
metabolitos do HTy (MOPET, DOPAC e HVA) foram adquiridos & Sigma-Aldrich Quimica
S.A (Sintra, Portugal).

A OP foi isolada a partir de folhas de oliveira de acordo com o procedimento descrito
por Paiva-Martins e Gordon [2]. O composto 3,4-DHPEA-EA foi sintetizado a partir da OP por
hidrolise enzimatica com o-glucosidase de acordo com o procedimento descrito por Limirioli e
colaboradores [3]. O 3,4-DHPEA-EDA foi isolado a partir de folhas de oliveira seguindo o
método descrito por Paiva-Martins e Gordon [2]. O extracto polifenolico das folhas da oliveira
contém compostos fendlicos iguais aos encontrados na azeitona e no azeite, mas o método de
extrac¢do € um pouco mais simples para além da vantagem de existirem folhas durante todo o
ano. Através de um tratamento térmico as folhas, é também possivel melhorar o conteudo das
folhas em OP ou 3,4-DHPEA-EDA, facilitando-se deste modo a purificagdo posterior. Assim,
as folhas quando secas a 37°C tém praticamente s6 OP, enquanto que as folhas frescas e
armazenadas a 37°C em saco de plastico fechado durante 24 horas tornam-se ricas em 3,4-
DHPEA-EDA [2], ndo possuindo praticamente nenhum outro polifenol. A estrutura dos
compostos isolados/sintetizados foi confirmada por RMN ('H e 1*C), HPLC-MS e IV.

Os compostos sintetizados e isolados acima referidos foram obtidos no grﬁpo da

Professora Doutora Fatima Paiva Martins.
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2.2. Reagentes

Para o estudo da actividade citotdxica dos compostos fenolicos estudados, foi usada a
linha celular de melanoma amelanético humano (C32), adquirida @ American Type Culture
Collection (ATCC; CRL-1585).

Os reagentes acido acético, acido 4-(2-hidroxietil)piperazina-1-etanosulfénico (HEPES),
dimetil-sulféxido (DMSO), Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium-High Glucose (DMEM-
HG), estreptomicina, cloreto de potassio (KCl), cloreto de sédio (NaCl) fosfato de potassio
(KH,PO,), fosfato de sédio (Na,HPOy,), hidrogenocarbonato de sédio (NaHCO;), hidréxido de
sédio (NaOH), metanol, penicilina, piruvato de sodio, sal dissédico dihidratado do 4cido
etilenodiaminotetracético (Na,EDTA), soro fetal bovino (FBS), sulforrodamina B (SRB),
tripsina € TRIS (tris-hidroximetilaminoetano) foram adquiridos & Sigma-Aldrich Quimica S.A

(Sintra, Portugal). Todos os reagentes e solventes usados foram pro andlise.

2.3. Preparaciio de Solugdes

Todas as solugdes foram preparadas com agua ultra-pura (Mili Q), obtida num aparelho

de purificagdo Miliplus da Milipore (Mildo, Italia).

2.3.1. Cultura Celular

Todas as solugdes usadas na cultura de células foram esterilizadas e guardadas a 4°C.

Solugdo salina tamponizada com fosfato (Phosfate Buffer Saline, PBS)

(para um volume total de S00mL)
-KH,PO;4 (1,50mmol.dm™)

-NaHO, (8,10mmol.dm™)
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-KCl (2,70mmol.dm™)
-NaCl (0,14mmol.dm™)

O valor de pH foi ajustado a 7,4 com solugGes de NaOH e HCI.

Solucdo de Tripsina em PBS:

-PBS (90mL)
-EDTA (20mg)

-Tripsina (10 x; 2,5% (m/v)) (10mL)

Meio de Cultura DMEM modificado:

(para um volume total de S00mL)

-DMEM-HG (6,7g)

-NaHCO; (0,5g)

-HEPES (1,2g)

-Penicilina (1000U/mL) (5,0mL)

-Estreptomicina (10mg/mL) (5,0mL)

-Soro (FBS) inactivado a 56 °C durante 30 minutos (100mL)
-Piruvato de sédio (11,0mg/mL) (2,50mL)

-L-glutamina (2,0 mmol.dm™).

O pH do meio de cultura foi ajustado a 7,4 com solugdes de NaOH e HCI.

2.3.2. Testes de Avaliacio de Actividade Citotéxica

Solucdo de acido acético 1% (v/v):

(para um volume total de 1000mL)
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-4cido acético glacial (10mL)

-H,0 ultra-pura (990mL)

Solucdo salina tamponizada com fosfato:

As solugdes salinas de PBS foram preparadas diluindo SOmL de PBS concentrado para

um volume final de 500mL. O pH da solug&o foi ajustado a 7,4.

Solucdo de acido acético em metanol 1% (v/v):

(para um volume total de 1000mL)
-4cido acético glacial (10mL)

-metanol (990mL)

Solucio de SRB 0,5% (v/v) em acido acético 1%:

(para um volume total de 1000mL)

-0,5g de Sulforrodamina B

-4cido acético (aq) 1% (100mL)

Uma vez que a Sulforrodamina B é um croméforo sensivel a luz, esta solugdo foi sempre
armazenada no escuro € a uma temperatura de 4°C, evitando assim a sua foto/termo-

degradacfo.

Compostos fendlicos

Foram diluidos em dimetil-sulfoxido (DMSO), de modo a obter as concentragdes desejadas.
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2.3.3. Preparaciio de Amostras para Espectroscopia de Raman

Para o estudo dos compostos em solugdo foram preparadas solugdes aquosas 0,2
mol.dm™ para o HTy e OP. Para os compostos 3,4-DHPEA-EDA e 3,4-DHPEA-EA, devido &
sua grande viscosidade, foram preparadas amostras diluidas numa quantidade minima de 4gua

ultra-pura (Mili-Q).

2.4. Anilise Conformacional

2.4.1. Célculos de Mecinica Quéntica

Efectuaram-se calculos de mecénica quintica - optimizagdo total de geometrias e
célculo de frequéncias vibracionais harménicas - usando-se o programa Gaussian 03W [4] com
base na Teoria dos Funcionais de Densidade (DFT), que considera os efeitos de correlagdo
electronica muito importantes nos sistemas estudados, contendo anéis arométicos e outros
grupos insaturados.

O método usado foi o B3LYP [5, 6], que compreende uma mistura de fung¢des de troca
HF ¢ DFT e o funcional de correlagdo de Lee, Young e Parr [7, 8], parametrizado por Becke [8,
9], com a base de fungdes de duplo-zeta de valéncia 6-31G* e 6-31G** [9, 10], para a
optimizag@o de geometrias. Para o calculo de frequéncias dos compostos em estudo, usaram-se
as fungbes de base 6-31G** para o HTy e metabolitos, 6-31G* para a OP e 3-21G para os
compostos 3,4-DHPEA-EA ¢ 3,4-DHPEA-EDA.

A optimizagdo das geometrias moleculares foi baseada no algoritmo de Berny, usando
coordenadas internas [10], com os seguintes limites de convergéncia: 0,1 pm para as distancias

de ligacdo e 0,1° para os dngulos de ligagdo; o desvio quadratico médio do gradiente dos
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parimetros optimizados foi inferior a 3x10* hartree.bohr” ou hartree.radiano™. Foram ainda
obtidos os valores do momento dipolar total para cada conférmero calculado. As populagdes
relativas foram determinadas, para cada composto estudado, com base nos valores calculados
de energia relativa, de acordo com a equagéo de Boltzman:

-AE,
RT

p, e " 6))
z_ si.e_AE%T

P,i: populago relativa do conférmero i;

Si: tem o valor de 1;

AE: energia relativa do mesmo conférmero;

Jj: nimero de conférmeros & temperatura de 298,15 K (temperatura assumida para os calculos);

RT tem o valor de 2,4789.

As frequéncias calculadas, superiores a 500 cm™, foram escaladas por um factor de
0,9614 de acordo com Scott e Radom [11], de forma a obter-se melhor concorddncia com os

resultados experimentais.

2.4.2. Espectroscopia Vibracional de Raman

A anélise espectral dos compostos em estudo foi realizada num espectrometro de Raman
(Departamento de Quimica da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade de
Coimbra), com monocromador triplo Jobin-Yvon (distancia focal 0,64 m e abertura /7,5),
equipado com uma rede de difracgdo holografica com 1800 riscas.mm’’, configurado no modo
subtractivo e usando uma geometria de 90°. A fenda de entrada foi de 200um e a fenda

intermédia (entre o pré-monocromador e o espectrografo) foi aberta para cerca de 14mm.
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Este espectrometro é dotado de um sistema de detecgdo CCD (“Charge Coupled
Device”) com 1024x256 pixels (1), arrefecido com azoto liquido (-130°). Foi usada como
radiag@o de excitacdo a linha de 514,5 nm de um laser de ido argon (Coherent, modelo Innova
300-0.5).

Os espectros de Raman foram registados a temperatura ambiente entre 50 e 3750 cm™',
para amostras em solug@o e no estado sélido. As amostras solidas € em solugdo foram
introduzidas em capilares de vidro (Kimax) com um didmetro interno de 0,8mm. Estes capilares
de vidro foram selados a chama.

O laser foi ajustado de modo a fornecer poténcias de cerca de 10-20 mW (sélidos) e 100
mW (solugdes) na posigdo da amostra. Alguns compostos, além de serem sensiveis ao laser,
podendo sofrer decomposigdo mediante oxidagdo e polimerizagdo, apresentam fluorescéncia
quando excitados com a linha de laser a 514,4 nm. Por esta razdo, foi usada, nalguns casos, uma
poténcia de laser particularmente baixa de modo a minimizar tanto os efeitos da fluorescéncia
como a degradagdo da amostra. Os tempos de integragdo variaram entre 5 ¢ 90 segundos €
foram usados 10 a 100 varrimentos nas diferentes experiéncias.

Para as solugdes foram obtidos espectros imediatamente apds a preparagio das solugdes
€ ap6s armazenamento (-5°C e ao abrigo da luz) durante varias semanas, ndo se tendo

verificado qualquer alterag3o.

2.5. Avaliagéio da Actividade Citotéxica

Os ensaios de avaliagdo da actividade citotoxica foram realizados na Faculdade de

Medicina da Universidade de Coimbra.




MATERIAL E METODOS

2.5.1. Cultura Celular

As células C32 foram mantidas no respectivo meio de cultura (Dulbecco’s Modified
Eagle’s Médium-High Glucose - DMEM-HG) com uma densidade de 5 a 6 milhdes de células.
Estas, foram mantidas em frascos de cultura de 75cm’ (Costar Corporation Cambridge, MA),
numa incubadora (Sanyo CO, Incubator, MCO-17A, Sanyo Electric Ltd, Japdo) a uma
temperatura de 37°C e em atmosfera humidificada, com 5% de CO,. Procedeu-se ao
plaqueamento para 80% de confluéncia da linha celular.

O plaqueamento das células foi realizado numa cidmara de fluxo laminar vertical
(Thermo-Electron Corporation, HERA SAFE HS13, classe 2, Alemanha).

As placas de cultura de 24 pogos (1,77 cm2/pogo), as placas de 96 pogos (0,32
cmz/pogo) € 0s tubos de plasticos estéreis de 15 ¢ S50mL foram adquiridos & Costar Corporation

(Cambridge, MA, USA).

2.5.2. Determinagfio da Prolifera¢iio e Densidade Celulares

A densidade e a proliferagéo celulares foram determinadas por dois métodos distintos

em cada ensaio: o método azul de Tripano € o método da Sulforrodamina B (SRB),

respectivamente.

a) Método do Azul de Tripano

O método colorimétrico do azul de Tripano foi utilizado para a preparagdo das culturas

para os ensaios realizados, para o tragado das curvas de crescimento e para a determinagfo das

densidades celulares. .
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Para determinar a densidade celular, adicionaram-se 20l de corante azul de Tripano a
20ul da suspensdo celular (diluigdo 1:2), sendo as células contadas num hemocitometro
(MARIENFELD, Alemanha). As células vivas diferenciam-se das células mortas pelo facto de
a sua membrana se apresentar intacta e, portanto, nfo ser permeavel ao corante azul de tripano.
Deste modo, as células vivas apresentam-se incolores e as mortas coradas de azul. A densidade
celular pode ser expressa em numero de células vivas/ml ou em percentagem, caso se pretenda
fazer uma comparag@o com a amostra controlo.

A densidade celular foi calculada através da média de células vivas contadas no

hemocitometro:

Densidade celular cgyiaymr) = (MEIA g1y vivas X factor de diluiciio) x 10* )

Posteriormente, procedeu-se ao célculo de volume de suspenséo celular necessério para

a preparagdo das placas:

Densidade pretendida / Densidade calculada = Volume suspensfio celular 3)
(5x10° cel/cm®)

O volume total de suspensdo celular calculado foi ajustado com DMEM-HG até ao

volume pretendido, procedendo-se entdio ao plaqueamento das células.

b) Método da Sulforrodamina B (SRB)

Os ensaios de avaliagdo de proliferag@io celular na presenga dos compostos em estudo
foram realizados, em fun¢do do tempo, como descrito por Jon Holy e colaboradores [12],
recorrendo-se ao método de fixagdo das células com metanol. Inicialmente, procedeu-se a

incubagdes das células expostas aos compostos durante 24, 48 e 72 horas, nas seguintes
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concentragdes: 50; 100; 400; 800 ¢ 1000pM. Apds algumas experiéncias realizadas nestas
condigdes, verificou-se que os resultados eram mais nitidos apds 72 horas de incubagéo € nas
concentragdes de 100, 400 ¢ 1000 uM. Desta forma, foram aplicadas estas condigdes a todos os
compostos em estudo.

Nos ensaios realizados, as células C32 foram subcultivadas em placas de 24 pogos, com
uma densidade celular de 5x10°células/cm® (500 pl) de suspensdo celular em cada pogo. Os
compostos foram diluidos em DMSO de modo a obter as concentragdes finais pretendidas, com
um minimo de DMSO (0,5%, concentragdo acima da qual este solvente é prejudicial as células.

Ap0s 24 horas de incubagfo, removeu-se o meio de cultura de cada pogo da placa e
adicionou-se meio de cultura fresco com diferentes quantidades de composto, de modo a que as
células fossem expostas a concentragdes finais de 100, 400 e 1000 uM.

Como controlo foram usadas células C32 em meio de cultura, na auséncia dos
compostos fenolicos em estudo. O controlo inicial (t = 0) foi preparado aspirando o meio de
cultura e procedendo a uma lavagem com PBS e uma outra lavagem rapida com agua (evitando
a osmolise).

Apbs o tempo de incubagdo desejado (72 horas), o meio de cultura foi aspirado, e foram
realizadas duas lavagens com PBS e uma com 4gua, de forma a remover os sais provenientes do
PBS que poderiam interferir nas leituras de absorvancia posteriores. A fixagdo das células nos
pogos foi feita adicionando uma solugdo de 1% de 4acido acético em metanol, e as placas
colocadas no congelador (podendo ser assim armazenadas durante semanas ou meses).

Ap6s a fixagdo das células, as placas foram descongeladas e secas durante 24 horas a
temperatura ambiente. Apds a secagem, foram adicionados 500 pl de SRB 0,5% [13-15] a cada
pogo para marcar as proteinas, e as placas foram colocadas na estufa a 37°C durante 1 hora.

Seguidamente retirou-se o excesso de solugdo de SRB, efectuando-se lavagens com acido
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acético a 1%, até a coloragfio desaparecer. As placas foram depois deixadas a secar durante a
noite.

Para realizar as leituras de absorvaincia, o SRB fixado foi dissolvido em 1,0 mL de
tampdo Tris-HCl (pH 10). Como branco utilizou-se apenas a solugdo tampdo Tris. As
absorvancias foram medidas a 540nm, num leitor de absorvéancia (SpectraMaxPlus 384,
Molecular Devices).

De acordo com este método, a proliferagdo celular é expressa em percentagem

relativamente ao controlo e calculada através da seguinte formula:

Proliferacfio celular = (A, ,/Ccontrolor1) X 100 (4)

A, : absorvéancia das solugdes expostas aos compostos, & qual foi subtraida a absorvancia do
branco;
Ceontroloni® absorvancia do controlo, a qual foi subtraida a absorvancia do branco;

Al: 540 nm.,

2.5.3 Andlise Estatistica

Todos os ensaios foram realizados em triplicado e em trés experiéncias independentes.
Para o tratamento de dados utilizou-se o programa de estatistica Graphpad Prisma 4.0 [16].
Os resultados foram expressos como uma média dos valores obtidos em cada experiéncia, tendo
sido calculado o desvio padrdo. A andlise estatistica foi efectuada através da ANOVA - andlise
de uma varidncia (pds-teste Dunnet) [17], em que a cc;mparag:ﬁo de dados foi baseada no

coeficiente de correlagdo de Pearson (p) com um intervalo de confianca de 95%. Os valores de

p inferiores a 0,05 sdo considerados estatisticamente significativos.
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3.1. Calculos de Mecanica Quantica

Durante o presente estudo, procedeu-se a analise conformacional dos compostos
polifendlicos do azeite por espectroscopia vibracional de Raman acoplada a calculos de
mecéanica quantica [1, 2]. Com efeito, foi possivel detectar a existéncia de varios conformeros
para os compostos em estudo (Figuras 3.1 e 3.2), sendo os conformeros mais favorecidos

energeticamente objecto de uma analise mais extensa.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

MOPET

v

Figura 3.1. Representagfo esquemdtica do HTy ¢ de trés dos seus metabolitos (HVA, MOPET ¢ DOPAC).
(Geometrias de energia minima determinadas através de calculos de mecanica quéntica ao nivel B3LYP/6-
31G**),
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|
|
|
|
|
|
opP

3,4-DHPEA-EA

3,4-DHPEA-EDA

Figura 3.2. Representacdo esquematica da OP, 3,4-DHPEA-EA e 3.4-DHPEA-EDA (geometrias de energia
minima determinadas através de calculos de mecanica quéntica ao nivel B3LYP/6-31G*). De modo a facilitar a

visualizago, os atomos de hidrogénio ndo foram representados.
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3.1.1. Optimizacao de Geometrias

Foram efectuados calculos de optimizagdo de geometria para todos os compostos em
estudo. Para o HTy e seus metabolitos foram determinados varios conformeros, através de
calculos de mecénica quantica de optimizagdo de geometrias ao nivel B3LYP/6-31G**. A
geometria destes compostos foi variada com base nalguns dngulos diedros especificos, de modo
a estabelecer os factores determinantes das preferéncias conformacionais deste tipo de
compostos (Figuras 3.4, 3.6, 3.8 ¢ 3.10).

Para a OP, 3,4-DHPEA-EA e 3,4-DHPEA-EDA (Figuras 3.12, 3.13, 3.14), devido ao
elevado numeros de atomos que estas moléculas apresentam e a correspondente elevada
exigéncia computacional, efectuaram-se calculos de mecanica quantica de optimizagdo de
geometrias com uma fungdo de base menor (B31YP/6-31G*). Deste modo, ndo foi possivel
determinar outros conformeros, apresentando-se apenas o resultado de um calculo de

optimizagdo para cada um destes compostos.

a) HTy

A geometria inicial usada como ponto de partida para optimizagdo estrutural do HTy €

apresentada na Figura 3.3.

Figura 3.3. Representacgdo esquematica do HTy, contendo a numeragio dos respectivos atomos.
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A pesquisa conformacional baseou-se na variagdo da orientagdo do grupo OH terminal
da cadeia alquilica CH,-CH,-OH. Foram promovidas variagdes do angulo diedro [H *0O*C )

de 0° e 180°.

HTy 1 HTy 2

Momento Dipolar = 3,0 D Momento Dipolar = 3,6 D

AE= 0 KJ.mol™ AE= 3,5 KJ.mol

Figura 3.4. Representagio esquematica de dois conférmeros calculados (B3LYP/6-31G**) para o HTy,.

Encontraram-se dois minimos de geometria para o HTy cujos parimetros geométricos se
apresentam na Tabela 3.2, mas apenas um (HTyl) apresenta populagdo significativa a
temperatura ambiente (Tabela 3.1). Verificou-se que os dois conformeros encontrados para o
HTy sé@o ndo planares, ou seja, a cadeia carbonada apresenta-se quase perpendicular ao plano do
anel do anel benzénico (dngulo de ligagdo [C,.C7.Cg] = 114,9°, Tabela 3.2). De facto, na
auséncia de uma ligacdo dupla na cadeia carbonada lateral, ndo ocorre qualquer efeito de
conjugagdo com o sistema 1 do anel, pelo que a planaridade ndo ¢ favorecida [3], sobrepondo-

se-lhe a minimizac¢do dos efeitos de repulsio estérea [4,5]
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b) Metabolitos do HTy

i. MOPET

A geometria inicial usada como ponto de partida para a optimizagdo estrutural do

MOPET ¢ apresentada na Figura 3.5.

Figura 3.5. Representagio esquematica do MOPET, contendo a numeragio dos respectivos atomos.

A pesquisa conformacional baseou-se na variagdo da orientagdo dos substituintes OH e
OCHj; do anel e do grupo OH terminal da cadeia alquilica CH,-CH,-OH. Foram promovidas
varia¢des dos angulos diedros [H'20*C’C], [''c™0’C*C] iniciando-se com o valor igual a 180°
e pelo diedro [H’0®C’C], iniciando-se com o valor igual a 0°. Promoveram-se variagdes de 0° e

180° nos trés diedros. Desta forma, obtiveram-se quatro conformeros distintos (Figura 3.6).
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T

Momento Dipolar = 1,46 D Momento Dipolar = 3,90 D
AE=0 AE= 11,4 KJ.mol
MOPET 3 MOPET 4

Momento Dipolar = 3,63 D Momento Dipolar =2,02 D
AE=23,7 KJ.mol AE= 25,1 KJ.mol™

Figura 3.6. Representagio esquematica de quatro conférmeros calculados (B3LY/6-31G**) para o MOPET.

Dos quatro conformeros determinados para o MOPET, o MOPET1 demonstrou ser o
conformero mais estavel (AE=0) a temperatura ambiente (populagdo relativa a 25°C: 99%,

Tabela 3.1).

MOPET 1 MOPET 2
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ii. DOPAC

A geometria inicial usada como ponto de partida para a optimizag@o estrutural do

DOPAC ¢ apresentada na Figura 3.7.

Figura 3.7. Representagio esquematica do DOPAC, contendo a numeragdo dos respectivos dtomos.

A pesquisa conformacional deste composto baseou-se na variagdo da orientagdo dos
substituintes do anel OH em relagdo ao plano do mesmo e do grupo OH terminal da cadeia
carbonada lateral CH,-CO-OH. Promoveram-se altera¢gdes dos angulos diedros [H1'O4C5C],
[H'°0’C*C] e [H'?*0*C7C], iniciando-se com o valor igual a 180°. Realizaram-se variagdes de 0°

e 180° nos trés diedros. Desta forma, obtiveram-se trés conformeros distintos (Figura 3.8).
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DOPAC 1 DOPAC?2

Meomento Dipolar = 3,54 D Momento Dipolar = 1,84 D
AE=0 AE=2,9 KJ.mol"

DOPAC 3

Momento Dipolar = 2,08 D
AE=17,2 KJ.mol™

Figura 3.8. Representagio esquematica de trés conformeros calculados (B3LYP/6-31G**) para o DOPAC.

Dos trés conférmeros determinados para o DOPAC, o DOPACI] demonstrou ser o
conformero mais estavel (AE=0) a temperatura ambiente (populagdo relativa a 25%: 76%,Tabela

3.1).
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iii. HVA

A geometria inicial usada como ponto de partida para a optimizagio estrutural do HVA €

Figura 3.9. Representagio esquematica do HVA, contendo a numeragio dos respectivos alomos.

A pesquisa conformacional baseou-se na variagio da orientagdo dos substituintes do anel
OH e OCHj; em relagdo ao plano do mesmo e do grupo OH terminal da cadeia CH,-CO-OH.
Foram realizadas alteracdes dos angulos diedros [H0*C’C], ["'co’cicy e HPO'C'CY,
iniciando-se com o valor igual a 180° e promovendo-se variagoes de 0° e 180° nos trés diedros.

apresentada na Figura 3.9.
Desta forma, obtiveram-se trés conférmeros distintos (Figura 3.10).
|
|
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HVA 2

AE=0 AE= 26,7 KJ.mol

Momento Dipolar = 1,40 D Momento Dipolar = 3,40 D

HVA3
|
\
\

f

Momento Dipolar = 6,40 D

. A‘/

9

AE= 40,2 KJ.mol

Figura 3.10. Representagio esquematica de trés conformeros calculados (B3LYP/6-31G**) para o HVA.

Para o composto HVA foram determinados trés conformeros, sendo HVA1 o conféormero

|
mais estavel (AE=0) a temperatura ambiente (populagio relativa a 25°C: 98%, Tabela 3.1)
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Para o calculo da populagdo relativa de cada conformero (Tabela 3.1) de acordo com a
distribui¢do de Boltzman (equagdo 1, secgdo 2.4), foi utilizada a respectiva energia calculada,

apos a correc¢do da energia vibracional no ponto zero (EPVZ).

Tabela 3.1. Valores calculados (B3LYP/6-31G**) de Momento dipolar. AE ¢ populagdo relativa a 25°C para

0 HTy e seus metabolitos.

Compostos Conférmero Momento AE Populaciio Relativa (%)
omp dipolar ()  (KJ.mol'") a 25°C
HTy 1 30D 0 80
Hidroxitirosol
HTy 2 36D 3,5 20
HVA1 1,40D 0 98
‘ ’
Acido 4-hidroxi-3- HVA2 340D 26,7 2
metoxi-fenilacético
HVA3 6,40 D 40,2 0
°
8
.E MOPET 1 1,46 D 0 99
L=
2
= MOPET 2 3,90D 11,4 1
= Alcool 4-hidroxi-3-
<  metoxi-feniletanol
2 MOPET 3 3.63D 23,7 0
b
2
8 MOPET 4 2,02D 25,1 0
W
=
DOPAC 1 3,54D 0 76
Acido 3 4- ‘ DOPAC 2 1,84D 2,9 24
dihidroxifenilacético
DOPAC 3 208D 17.2 0

Para cada conformagdo encontrada foram realizados os respectivos calculos de
frequéncias vibracionais harmonicas, permitindo averiguar se cada uma das geometrias equivale

efectivamente a um minimo na superficie de energia potencial, constituindo deste modo um
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conformero real, ou se pelo contrario equivale a um ponto sela (de primeira ou segunda ordem,
correspondendo a ocorréncia de uma ou duas frequéncias negativas, respectivamente). De
realgar que as geometrias apresentadas constituem minimos de energia, no entanto apenas um

conférmero ostenta populagdo significativa a temperatura ambiente (25°C).

Os conformeros mais estaveis encontrados para o HTy e seus metabolitos, como ja foi
referido, sdo o HTyl, MOPET1, DOPACI e HVAI respectivamente. Verificou-se que todos
eles apresentam geometria ndo planar, em que a cadeia carbonada apresenta uma orientagdo
quase perpendicular ao plano do anel benzénico (angulos de ligagdo [C;.C7.Cg]: 112,8°
(MOPET), 112,1° (DOPAC) e 111,6° (HVA), Tabela 3.2). Este facto deve-se a auséncia de uma
ligacdo dupla na cadeia carbonada lateral, sendo deste modo a ressonancia T menos eficaz [3-5].
Assim, o composto analogo hidroxinamico acido ferulico, que ostenta uma cadeia carbonada
lateral insaturada (Figura 3.11) apresenta uma geometria planar na sua geometria mais estavel
(o sistema w favorece a configurag@o planar), ou seja, a cadeia carbonada encontra-se no mesmo
plano do anel benzénico, ao contrario do que acontece com HVA1. Com efeito, como o HVAI
ndo dispdem de uma ligagdo dupla na cadeia carbonada lateral, ndo ocorre qualquer efeito de
conjugagio com o sistema 7 do anel, pelo que a planaridade ndo é favorecida [3,6], sobrepondo-

se-lhe a minimizagdo dos efeitos de repulsio estérea [4,5].

Acido ferilico

Figura 3.11. Acido homovanilico e acido ferlico: a ligagio C=C da cadeia carbonada lateral do acido feralico

favorece a conformagio planar.
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Foram ainda determinados os parimetros geométricos optimizados (B3LYP/6-31G**)

RESULTADOS E DISCUSSAO

para os conformeros mais estaveis de HTy, MOPET, DOPAC e HVA (Tabela 3.2).

Tabela 3.2. ParAmetros geométricos (B3LYP/6-31G**) e momentos dipolarcs calculados para o HTyl.

MOPETI. DOPACI e HVAL.

HTyl MOPET1 DOPAC1 HVAL
3,0 1,5 3.5 714

Comprimento de ligagdo (pm)

b c.c, 141,6 1410 140,7 141,1
Cs-Cs 139.8 139.8 1397 1399
C-Cs 1514 1512 1520 152,7
Cs-Cq 157.8 1539 1519 151,7
040-C; 137,9 1376 137,7 1374
0,,-C, 1364 - 136,2 -
0,-Cy - 136,3 - 136,1
010-C1y - 1419 - 1421
0y-Cqg 142,7 142,1 120.9 1213
045-Cs - - - 1353
0,-H - 96,9 - 970
C,-H 108,6 108,5 109.8 108.3
Cs-H 109.8 109,6 1095 109,1
Oy-H 96,5 - 96,5 -
Oo-H - 96,6 - -

- Cy-H - 109,0 - -

Angulo de ligagdo (graus)

C-Cs-Cs 1214 1212 1210 1208
C4Cs-Cs 120,1 120,0 1202 120,0
C,-C,-C; 120,9 120,0 120,5 1199
C1-C-Cq 1149 112.8 12,1 1116
045-C3-C, 1242 126,1 124,5 1259
01-C4-C5 120,5 - 120,5 -
0y-Cs-C5 108,6 112,8 125,9 125,1
01,-C4-Cs - 1202 - 120,1
013-Cs-C; - - - 1124
0,2-C¢-C5 - - 1116 -
C11-01-C5 - 1182 - -
H-C11-Oyo - 1114 - -
H-C,-C4 120,0 - 119,7 1209
H-0,0-C4 1094 - 109,8 -
H-0,,-C,4 1072 - 107,5 -
H-0y-Cg 108,1 - - -
H-C,-C, 110,7 110,8 1104 1103
H-0,3-Cg - - - 106,
H-04,-Cy4 - 106,9 - 106,9
H-0,,-Cs - - 1059 -

@ Momento dipolar total 1D=1/3x107 Cm;

b Atomos numerados de acordo com as Figuras 3.3, 3.5,3.7¢ 3.9
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Tabela 3.2. Parametros geométricos (B3LYP/6-31G**) e momentos dipolares calculados para o HTyl,
MOPET1, DOPACI e HVAI1 (continuagdo).

HTyl MOPETI1 DOPACI HVALI
3.0 415 235 41,4
Angulo diedro (graus)

C4-Cp-C-C, -179,7 -177,7 179,5 1793
Ce-Cr-Cy-C, -126,5 83,9 774 57,9
C,-C,-C-Cs -0,1 (S-cis) 0,1 (S-cis) 0,3 (S-cis) 0,4
C5-C4-Cs-Cs -0,0 (S-cis) 0,1 (S-cis) -0,0 (S-cis) -0,0 (S-cis)
0,0-C5-C,-C, 179,9 (S-trans) -179,7 (S-trans)  -179.8 (S-trans) -
0y-C4-C1-C, -71,7 -176,4 102,2 =758
C11-040-C5-C, - -0,6 - 0,6
012-C4-C5-C, - - - -179,9
0,2-Cs-C5-Cy - - -77,0 -
0,3-C¢-C+-Cy - - - 102,9
H-0,-Cs-C; 170,1 - - -
H-C,-C,-C, 56,3 -37,2 -43,6 -60,4
H-C,-C,-Cs 178,9 (S-trans) -179,6 (S-trans)  179,0 (S-trans) 178,7
H-0,-C:-C; 0.7 - 1.5 -
H-0,,-C4-C; 0,3 (S-cis) -0,1 (S-cis) -0,4 -
H-0,,-C4-C; - -0,1 (S-cis) - -0,2 (S-cis)
H-C;1-0,6-Cy ) -60.6 B -179,5
H-0,3-Cs-C; - - - -177.9
H-0,,-C4-C; - - 177,3 (S-trans) -
H-0,;-C¢-Cy - - -1.9 -
H-0,-C;-C, - - -64,7 -

@ Momento dipolar total 1D=1/3x107 Cm;

b Atomos numerados de acordo com as F iguras 3.3, 3.5,3.7¢ 3.9.
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¢) OP

Na Figura 3.12 esta esquematicamente representada a geometria optimizada para a OP,

determinada através de calculos de mecdnica quéntica ao nivel BILYP/6-31G*.

Figura 3.12. Representacio esquematica da geometria optimizada (B3LYP/6-31G*) para a OP, contendo a
numeracdo dos respectivos atomos. (De modo a facilitar a visualizagio da molécula os atomos de hidrogénio néo

estdo representados).
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d) 3,4-DHPEA-EA

Figura 3.13. Representagio esquematica da geometria optimizada (B3LYP/6-31G*) para o 3.4-DHPEA-EA,
contendo a numeragio dos respectivos atomos. (De modo a facilitar a visualizagdo da molécula os dtomos de

hidrogénio ndo estdo representados).

e) 3,4-DHPEA-EDA

Figura 3.14. Representagio esquematica da geometria optimizada (B3LYP/6-31G*) para o 3.4-DHPEA-EDA,
contendo a numeragio dos respectivos atomos. (De modo a facilitar a visualizagdo da molécula os atomos de

hidrogénio ndo estio representados).
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Relativamente as moléculas maiores - OP, 3,4-DHPEA-EA e 3.4-DHPEA-EDA -
apresentam-se apenas os valores diedros que permitem definir a orientag@o relativa dos varios
grupos funcionais das moléculas (Tabela 3.3), ja que ndo foram registadas alteragdes

significativas dos valores usuais dos angulos e comprimentos de ligagdes.

Tabela 3.3. Parimetros geométricos optimizados (B3LYP/6-31*) e momentos dipolares para a OP. 3.4-DHPEA-
EA e 3.4-DHPEA-EDA.

* Numeragio dos atomos de acordo com as Figuras 3.12, 3.13 e 3.14, respectivamente.

OP 3,4-DHPEA-EDA 3,4-DHPEA-EA
) 7.8D 4,1D 5.5D
Angulos diedros Angulos diedros Angulos diedros
*Cy-C1-CCs 73,0 Cp-Cy-Co-Cy 73,7 C,-C,-C-Cy 53,1 i
Cy-C13-C1Cyy 1,5 (S-cis) 017-C19-09-C -155.3 Oy-C1oCyy-Cp 254 !
Ci6C17-C32-Css 9,9 Cis-CaCi3Cpy 1794 (S-trans) 035-CasC17Cry 224 |
Cyo-C19-C15-Cis 748 Op-Cy-Ci3-Cq 1750 (S-trans) 0n-Cy-Ci3Cry - 0.0
C3g-C37-C24-Cs -51.3 O2-CigCig-C;; 064 Ci3CpCp-Cpp 93:1
C33-C3-Ci7-Cis 9,9 Ci3CipCi-Cyp 800 CorOpeCapOys 1,5 (S-cis)
HO,-Co-C5 1,0 (S-cis) HO,7-C4-C5 0,0 (S-cis)
HO34-Coo-Cy -52.9
HO35C-Cyy 60,3
HO36.C9-Op 62,7

Para cada minimo de energia obtido para os compostos estudados foi efectuado um
calculo de frequéncias vibracionais harmonicas - para o HTy e seus metabolitos, ao nivel
B3LYP/6-31G**; para a OP, ao nivel B3LYP/6-31G*; para os compostos 3,4-DHPEA-EA e
3,4-DHPEA-EDA, ao nivel B3LYP/3-21G - de modo a melhor atribuir os espectros de Raman

experimentais obtidos para cada sistema (Sec¢do 3.2.).
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3.2. Espectroscopia de Raman

A aquisi¢do de espectros de Raman para este tipo de compostos revelou-se algo dificil,
devido ao forte efeito da fluorescéncia, uma vez que os compostos fenolicos sdo prontamente
oxidados e polimerizados em solugdo aquosa [7, 8], e provavelmente também no estado solido
(sob a ac¢do da radiagdo laser a 514,5 nm). Além disso, a intensa fluorescéncia intrinseca destes
compostos dificultou a analise espectral acima dos 3000cm™. Desta forma, s6 foi possivel fazer
uma analise mais detalhada da regido relativa a elongagdo —OH nos metabolitos do HTy.

Foram obtidos os espectros vibracionais tedricos de Raman através de célculos de
mecanica quantica, para todos os compostos em estudo (HTyl, MOPET1, DOPACI, HVAI,
OP, 3,4-DHPEA-EA e 3,4-DHPEA-EDA) ¢ efectuada uma atribuigdo dos respectivos modos de

vibrago.

3.2.1. HTy

Os espectros experimentais e calculado de Raman do HTy encontram-se representados
na Figura 3.15.

A Tabela 3.4 contém as respectivas frequéncias de Raman, experimentais e calculadas,
as intensidades de IV e as actividades de Raman para o HTy, na regido de 250 a 1750 cm™. A
atribuigdo dos modos de vibragdo experimentais foi efectuada com base nos calculos de

frequéncia (B3LYP/6-31G**) levados a cabo para esta molécula.
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Tabela 3.4. Nameros de onda (cm™) experimentais (estado solido € em solugfo aquosa) e calculados para o

conformero mais estdvel do HTy ao nivel B3LYP/6-31G**.

HTy1
® Descricio aproximada
Experimentais

E.sélido  S.aquosa * Cale
1617 1619 1611 (17, 47) V (CC)anet + 8 (POH)
1607 1555 1597 (23; 5) V(CC)anet + 8 ("OH)

1516 1513 (124, 3) V(CCanet + 8 ('OH)
1465 1473 1475 (8; 12) 8 (3CHy)sais
1442 _ .
143 1449 1433 (62; 4) 8 ("CHy)sais
1356 1342 1399 (7, 4) 5 COH) + o ()CHy)
1348 1338 1366 (23; 9) & COHM)
1331 1328 (35, 23) 8 COH) + o ('CHy)
1285 1291 1272 (114; 5) o ('CH,) + 8 *CH)
1241 1243 1256 (123, 9) 8 COH) + & ("°OH) + o ('CHy) + o (*CHy)
1195 1184 1217 (15, 9) o ('CHy) + o (°CHy)
1188 1178 (64; 10) &5 (MOH) + 8 *}CH) + 8 (°CH)
1152 1156 1146 (3; 3) 8 (POH) + & ("°OH) + o ('CH,) + a (*CIy)
1114 1120 1123 (51; 3) 3 (‘"OH) + 8 CCH)
1068 1053 1089 (97, 2) 3 (""OH) + 8 (°Cl)
1057 1017 1047 (45; 2) vC’oy +v (ko)
1029 1021 (11; 5) 1t (*CHy) + 1 (CHy)
1007 986 , 2 5 T
o7 058 959 (6;2) 8 CCH)+ 8 (°CH) + 1 ('CHy)
910 914 896 (1;2) § (°CH) + & (°CH)
872 888 (11;5) 5 CCH) + 8 (°CH) + v ('C*C)
846 855 843(19;2) r (CHy)
810 824 (23;2) 3 (°CH)
780 784 796 (14; 4) ¥ (CCH) +y (°CH)
711 756 699 (8; 6) r CCHY) + 7 (CC e
665 674 (17 1 ) Y (Cc)anel
630 629 61210, 1) ¥ (CC)anel
589 594 571(13;4) ¥ (CCanel
525 480 495 (0 4) Y (CClama+ A ('C'CEC)
456 458 (11, 1) v CCH) + v CCHY + v ("OH)
434 437 431 (60; 1) vy (""'OH)
ggz ggg 378 (4,39 v (""OH) +v (CCH)
306 310 (6, 0) § C'0) + 8 (‘C''0)
255 248 (161, 5) v COH) +y (**Ol)
217 224 (86, 1) v COH) + v (\°OH)
110 100(1; 1) Modos de esqueleto
74 33(1;3) Modos de esqueleto

4 Niimeros de onda acima de 500 cm™ escalados por um factor de 0,9614 [9]; cnire paréniesis apresentam-
se as intensidades IV em Km.mol” e as actividades de dispersdo de Raman em Aamu’. # Atomos
numerados de acordo com a Figura 3.3.
Abreviaturas: v, elongagio; 8, deformacdo angular no plano. y, dcformagio angular fora do plano; A,
! deformacdo angular no plano dos dtomos de esquelcto; o, wagging; r, rocking: Scis, scissoring. o.. MWisting:

s, simétrica; as, anti-simétrica [10].
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3.2.2. Metabolitos do HTy

A Figura 3.16 apresenta uma comparagdo dos espectros experimentais do HTy e seus
metabolitos (amostras no estado solido). Os espectros experimentais € respectivos espectros
teoricos de Raman para os metabolitos do HTy apresentam-se na Figura 3.17.

As Tabelas 3.5 a 3.7 contém as respectivas frequéncias de Raman experimentais e
calculadas, as intensidades de IV e as actividades de Raman para os metabolitos em estudo do

HTy.

Jk\/\/\f\"‘“/\«;/\\.f\wwj\ ‘*\J/\u’\“A \, ¢,,/f\ J&/VWVMN/NAAJ\/\WA\AJ ’/\m ‘

kot byt

...MWJU\ M ,/\V_,MVJ\M

et

v M 1

v 1
250 500 750 1000 1250 1500 1750

Nimero de onda (cm™)

Figura 3.16. Espectros experimentais de Raman a 25°C para o HTy (%), MOPET (B), DOPAC (C) ¢ HVA (D),

(amostras no estado so6lido).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

MOPET1

(estado sdlido)

¢ Descrigiio aproximada

Exp * Cale
3586 3627 (88;70) v ("OH)

3552

3095 3088 (7,167) v (°CH) + v (°CH)

3071 3079 (9; 33) v (*’CH)

029 303023119 vi('CHy)

3004 ’ as 2
2938 2912 (40;108) v, ('CHy)
2925 2905 (47,112) v, ('CH3)
ggig 2882 (4775) v (CHy)

1602 1605 (19; 51) V(CCanel

1450 1445 (7:19) 8.(''CH;)

1333 1340 (26:7) 8 POH) + a. (*CHy) + o ('CHy)
1274 1270 (130;13) 3 ((CHy+ o (CHY)

1239 1227 (117,1) 5 (POH) + o ("'CH,)

1187 1191 (67,9) 3 (*OH) + 8 (°CH) + 8 (*CH)
1054 1037 (124:6) o (CHy) + 8 (*C’0)

1018 1012 (60;5) r (CHy) +1 (°)CH,) + & ("OH)
895 899 (1,2) 8 (°CH) + 8 (°CH)

780 787 (17,16) 8 (*CH) + 8 (°CH) + 5 (°CH)
702 722 (9;7) 5 CCcH) + A (C7Co0)

634 609 (9;2) 5 (*CH) + 8 (*)CH) + 3 (°CH)
563 553(13; 4) ¥ (CO)arel

376 371 (4;2) 8 (CC)anet

179 177 (1;2) Modos de esqueleto

@ Nimeros de onda acima de 500 cm™ escalados por um factor de 0.9614 [9]: entre paréntesis
apresentam-se as intensidades IV em Km.mol™ ¢ as actividades de dispersdo de Raman cm
A.amu™; b Atomos numerados de acordo com a Figura 3.5.

Abreviaturas: v, elongagio; 3, deformagdo angular no plano; y. deformagdo angular fora do
plano; A, deformagiio angular no plano dos dtomos de esqueleto; o, wagging; 1, rocking, scis,
scissoring; o, twisting: s, simétrica; as, anti-simétrica [10].

Tabela 3.5. Nameros de onda (cm™) experimentais e calculados de Raman para o conférmero mais cstavel do
MOPET no estado sélido.
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Tabela 3.6: Nimeros de onda (cm™) experimentais ¢ calculados de Raman para o conférmero mais estavel do

DOPAC no estado solido.

DOPAC1

(estado sélido)

® Descrigdo aproximada

Exp ? Calc
3633 3637 (88; 81) v(''OH)
3569
gigg 3605 (49; 139) v(I2OH)
3434
3093 3091 (6; 145) v(’CH) + v (°CH)
3069 3070 (8, 61) va(CCH) + v (°CH)
3033 3052 (9; 60) v(’CH)
3017 3021 (5; 48) vas('CHy)
2989
2963
2941 2948 (15; 115) vi("CH,)
2895
1618 1781 (295; 8) viéC=20)
1602 1610 (19; 53) V(CC)anel
1466 1434 (73; 5) WCC)ger+ v {'CHy)
1371 1367 (26; 5) 5(""OH) + & °CH) + 6 (°CH) + v (CC)anal
1301 1321 (67, 5) 8("?0H) + o ('CHy)
1311 (30;3) 8(?OH)+ & CCH)Y+8 (*OH) + 8 (POH) + & (""OH) + & (""OH)+ o ('CHy)
1280 1278 (73; 15) o('CHy) + 8 (*CH)+3 (*CH)
1200 1190 (130; 10) a ('CHy) + 3 (""OH)
1112 1097 (209, 2) & (°CH) + o ("CH,) +8 (“OH)+ & (*20H)
946 940 (7, 2) r ('CHy)+8 (°CH)+ 8 (°CH)
918 911 (15, 7) 1('CHy) +v CCH) + v (°CH)
864 862 (14; 5) ACC'CRC)
;?g 760 (9; 16) 8 (CC)att A ('C'CEC) + A (C3C120)
699 687 (34; 8) S(CCanat + ¥ (OH)
598 572 (28; 3) 3(CC)ape + v (OH)
505 486 (11; 5) ACCCMO) +A ((C3C°0) + y(1*0OH)
419 410 (15 1) A CEC0)
367 366 (4; 3) 3(CCanel
204 231(150;2) v(*°*OH)
132 163 (2, 1) Modos de esqueleto

@ Nameros de onda acima de 500 cm’ escalados por um factor de 0,9614 [9]. entre pdrcntesm
apresentam-se as intensidades IV em Km. mol” ¢ as actividades de dispersdo de Raman em A. amu’

b Atomos numerados de acordo com a Figura 3.7.

Abreviaturas: v, elongagdo; 8, deformagio angular no plano: y, deformagdo angular fora do plano: A.
deformagio angular no plano dos atomos de esqueleto; w. wagging; r, rocking. scis, scissoring, a.,
twisting: s, simétrica, as, anti-simétrica [10]
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Tabela 3.7. Numeros de onda (cm™) experimentais e calculados para o conformero mais estavel do HVA no estado

sdlido.

HVA1

(estado sélido)

* Descrigdo aproximada

Exp * Cale

2;5); 3600 (47: 160) v(POH)

3064 3090 (8, 143) v (°CH) + v °CH) + v (*CH)
;82‘2‘ 3065 (11: 72) v (‘CH) + v (°CH)

3020 3022 (23; 116) v (!ICH)

2986 2972 (33; 43) vas(''CHy)

2944 2943 (15; 136) vy('CHy)

2919 2909 (45, 113) v(*CHy)

2851 ’ s

1652 1763 (233; 4) v ((C=0)

1611 1604 (17, 47) v (CCanat

1442 1441 (6; 5) 5 «(!'CHs) + scis ('CHy)
1276 1265 (189; 10) 8(*CH) + v (‘C'?0)

1170 1165 (14, 7) 8(*SOH) + a(*'CHy)

1025 1030 (47, 3) 5(*)CH) + 8(°CH) + 8(°CH)
900 908 (23, 7) SCCH) + 1 ('CH,)

797 787 (34; 6) 8(°CH) + 8(°CH) + 8(*CH)
752 757 (5, 9) 8(°CH) + 8(*)CH) + r ('CH,) + & (POH)
719 688 (63; 8) 8 (“OH)

677 676 (1; 1) v °CH) + v (*CH)

573 575 (25;2) v (°CH) +v (OH)

545 541(13;5) SCCH) + 8(°CH) + 8('20H)
379 369 (2; 3) ¥ (CClanal

344 358 (3;2) Modos de esqueleto

200 191 (1,2) Modos de esqueleto

113 157(1; 1) Modos de esqueleto

95 85(2;2) Modos de esqueleto

57 T9(4, 1) Modos de esqueleto

@ Numeros de onda acima de 500 cm” escalados por um factor de 0,9614 [9]; entre parénicsis
apresentam-se as intensidades I'V em Km.mol™ e as actividades de dispersdo de Raman em Aamu™;
b Atomos numerados de acordo com a Figura 3.9.

Abreviaturas: v, elongacio; 3, deformagio angular no plano; y, deformagdo angular fora do plano: A,
deformacdo angular no plano dos atomos de esqueleto; I', deformagdo angular fora do plano dos
atomos de esqueleto; o, wagging; t, rocking, scis, scissoring; o, twisting: s, simétrica; as, anti-

simétrica [10].
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Os valores de frequéncias obtidas para este conjunto de compostos (HTy e seus
metabolitos), estdo de acordo com os valores calculados (apos escalamento de acordo com Scott
e Radom [9]). Como se pode verificar nas Figuras 3.16 e 3.17, estes compostos ddo origem a
caracteristicas espectrais comuns, nomeadamente:

- Deformagdes C-H na regido espectral dos 550 aos 1200 cm™;

- Deformagdes C-H e deformagdes O-H a ca. de 1240-1450 cm™;

- Elongagdes CC do anel, a ca. dos 1600 cm’;

- Elongagdes C-H simétricas e anti-simétricas, na regido espectral dos 2850 aos 3100 cm’!
(metabolitos do HTy);

- Elongagoes O-H, a ca. dos 3450 aos 3650cm™ (metabolitos do HTY);

- Elongagdes C=0 nos acidos carboxilicos (DOPAC e HVA) a ca. de 1618 e 1052 cm’?

respectivamente.

3.2.3. OP

Para a OP foram registados espectros de Raman a 25°C (amostras no estado solido e em
solugdo aquosa 0,2 mol.dm™). O respectivo espectro tedrico foi calculado ao nivel B3LYP/6-

31G*). Na Figura 3.18 estdo representados os respectivos espectros de Raman deste composto.
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Tabela 3.8. Numeros de onda (cm™) experimentais (estado sélido ¢ solugio aquosa 0.2 mol.dm™) e calculados de

Raman para a OP ao nivel B3LYP/6-31G*.

or
® Descrigdo aproximada
Experimentais * Cale
E.sélido  S.aquosa
1702 1815 (174; 8) v (;Zci())
1734 1790 (193; 24) v (Bc=0)
1679 1683 1685 (5, 41) Y (CC)gnet + 8(POH)
1625 1635 1639 (80; 18) V (CCanel
1602 1610 1615 (6; 32) v (CCanet + v (*CH)
1574 (1, 4) Vv (CCuar+ ¥ ('CH)
1569 pig
1553 (14; 117) o ("CHy)
1493 1488 (22; 85) S(HCH) + 8("°CH)
1441 1448 1445 (170, 362)  &('°CH) + 8(*CH) + 8(*'OH) + y (*'CH)
1371 1381 1382 (24; 13) a (*CHy) + ACC'C’CY+ A(CPCEC) + 8(°CH)
1340 1342 (108; 16) 8(*'OH) + 8(*CH) + 8(**OH)
1301 1311 1302 (6; 66) SC'CH) + 8(*CH) + 8(*O1)
1295 1294 (161; 6) o ('CHy)
1270 1271 (103; 9) 8P OH) + 8(*CH) + 8(’CH) + 8(°CH)
1252 1259 1254 (936; 37) a ('CHy) + 8,4 CH3)
1195 1206 1203(11; 1) A ('C*CC) + 8(POH) + r ('CH,) + 1 (*°CHy)
1115 1072 1073 (33; 11) 1 (’CHy) + 8(*OH) + 8(*'CH)
948 936 (12; 16) I (%eBetey + v (PCHe)
918 920 (21; 31) I (¢Bctey+r(CHy)
779 788 800 (103; 18) A (CCC)+ 1 ('CHy) + v (POH) +y (*OH)
114 19 723 (83; 16) T (¢c’c¥Cy + T (*0CC)
712 (5, 0) I (*C'C*C)+ v (°CH)
664 664 (5,15) A (P0"CHC) + 1 (PCHy)
634 639 643 (15, 11) AP0y + v (°CH)
587 596 597 (44; 4) §(POH) + A (P'C*C®C)
509 493 493 (181, 6) y(*OH) + y(*'OH)
476 478 (54; 6) 1(**OH) + y(*OH) + y(*OH)
455 455(3; 10) r(''CHy) + v (BC=20)
433 440 440 (20, 2) y(**OH) + y(**0OH) + y(*OH)
371 368 (19; 12) 5 (®c="0)
356 359 355(22;7) 7(3CH;) + y(POH)

@ Ntmeros de onda acima de 500 cm™ escalados por um factor de 0.9614 [9]; entre paréntesis apresentam-
se as intensidades IV em Km.mol" e as actividades de dispersdo de Raman ecm Aamu™; b Atomos
numerados de acordo com a Figura 3.12.

Abreviaturas: v. elongagio; 8, deformagdo angular no plano; y, deformagdo angular fora do plano: A.
deformagdo angular no plano dos 4tomos de esqueleto; I', deformagio angular fora do plano dos atomos
de esqueleto: T, torgio: ®, wagging. t, rocking; scis, scissoring, o, twisting: s, simétrica; as. anti-simétrica

[10].
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3.2.4. 3,4-DHPEA-EA e 3,4-DHPEA-EDA

A Figura 3.19 apresenta uma comparagdo dos espectros experimentais dos compostos

OP (solugdo aquosa 0.2 mol.dm™) 3,4-DHPEA-EA e 3,4-DHPEA-EDA (solugdo aquosa

saturada).

Na Figura 3.20 estdo representados os espectros do 3,4-DHPEA-EA e 3,4-DHPEA-EDA

e os respectivos espectros calculados ao nivel B3LYP/3-21G.
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Figura 3.19. Espectros de Raman a 25°C dos compostos 3.4-DHPEA-EA (A) e 3,4-DHPEA-EDA (B) em solugio aquosa
saturada, ¢ da OP (C) em solugdo aquosa 0,2 mol.dm™. Geometrias calculadas ao nivel B3LYP/6-31G¥*.
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ao nivel B3LYP/3-21G.

3.4-DHPEA-EA

(solugiio aquosa saturada)

® Descriciio aproximada

Exp * Cale
2986 2994 (20; 19) v (*CH) + v ("CH)
2954 2983 (11; 58) v, (*CH,) + v ('°CH)
%glg 2822 (52; 61) v (“CH)
1675 1706 (358; 34) v (*'C=>0)
1679 (58; 29) V(CCuanel
1633 1633 (28; 4) v (CC)al
1552 1542 (12; 4) 8 (CHy)
1482 1485 (14; 2) v (*CH)
1450 1459 (7, 11) 5(PCH) + 8(*CH) + 3(*CH)
1383 1386 (11; 1) & (\CH) + 8(*CH) + 8(?OH)
; 1380 (64; 12) a ('°CH,) + o (MCH,)
1291 1270 (3; 6) 8, (F'CHy)
1252 1234 (74; 5) a ("CHy) +v (*CH)
1206 1208 (69, 4) By (VCHa)
1194 1185(135, 1) 5(!CH) + 8(*CH) + 3('°OH)
1150 1150 (2; 5) y (¥CH)
1121 1122 (18, 7) v ('CH) + vy (‘CH)
1061 1066 (39; 5) v (’CH)
1019 1026 (14; 3) r (**CH,) + & ('CH)
955 958 (4; 5) r (CH,) + & ('CH)
919 911 (30; 5) r (“CH,) + 8 (°CH) + & (¥CH)
785 782 (92; 4) v (20H) + I'(**0*'C*0)
712 713(1;2) v (POH) + T'C*CC)
629 623 (13;6) récie’e) + r¢c’co)

@ Numeros de onda acima de 500 cm’' escalados por um factor de 0,9614 [9]; entre paréntesis
apresentam-se as intensidades IV em Km.mol™ ¢ as actividades de dispersiio de Raman em A amu’';
b Atomos numerados de acordo com a Figura 3.13.

Abreviaturas: v, elongagfo; 8, deformagio angular no plano; y, deformacdo angular fora do plano;
I', deformagio angular fora do plano dos atomos de esqueleto. o, wagging, r. rocking. scis.
scissoring;, o twisting: s, simétrica; as. anti-simétrica [10].

RESULTADOS E DISCUSSAO
Tabela 3.9. Numeros de onda (cm™) experimentais (solugfio aquosa saturada) e calculados para o 3.4-DHPEA-EA
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Tabela 3.10. Nimeros de onda (cm™) experimentais (solugfio aquosa saturada) e calculados de Raman para o 3.4-

DHPEA-EDA ao nivel B3LYP/3-21G.

3,4-DHPEA-EDA
(solugAo aquosa saturada)

® Descrigiio aproximada

Exp “ Calc
2944 2969 (17; 171) v, (PCH;)
2924 2958 (30, 45) v, (’CHy)
2883 2886 (66; 63) v (*CH)
2851 2849 ( 80, 89) v (¥CH)
2756
1716 1777 (209; 72) v(*c="0)
1715( 2; 23) v (*CHe)
1671 1684 ( S; 36) V (CC el
1662 (17, 14) V(CCanel
1636 1632 (12; 14) 8 (*CHy)seis
1552 1552 (1;23) 5 (PCH) + 8 (“*CHyp)seis
1447 1435 (26; 11) 8 ("CH)+ 8 (MCH) +y (*CH) + 8 ("'CH)
1415 1406 (50; 11) 5 (*CH) + 8 (“CH) + o (!'CHy)
1370 1370 (28; 4) 3 (*OH) + o (CHy)
1342 1339( 73;4) a ('CHy) + o (®CHy) + 6 (*CH)
1291 1281 (11; 5) o (PCHy) + v(2CPC)+ 3 (*Cll)
1252 1258 (744; 2) o ("'CHy) +v (°0"°C)
(194 1205(8;2) & °CH) + 8 ()CH) + 8 *CH) + o ('CHy)
1189 (2; 3) v (MCH) +1 (°CHy)
1153 1156 (16, 4) r ®CHy +v (CH) + 8 (°CH)
1064 1059 (47, 3) v (*CH)
1041 1042 (11, 4) r (/CH,) + 8 (°CH) + & (**CH)
958 962 (17, 5) r 'CHy) + 1 ()CH,) + 8 CCH) + 3 (°CH)
922 936 (15, 3) r (CHy) +r (°CH,)
785 766 (8; 3) v (°CH) + 8 (*CH)+r ('CHy)
753 747 (5, 13) 5 (2CH)
715 717 (21;2) 8 CCH)+ 8 (°CID + 8 ('CH)
635 634 (5,3) r ("'CHyp)
594 578 (25;2) 8 (*CH) + 1 (°CHy)

@ Numeros de onda acima de 500 cm™ escalados por um factor de 0,9614 [9]; entre paréntesis
apresentam-se as intensidades IV em Km.mol™ e as actividades de dispersdo de Raman em Aamu™:
b Atomos numerados de acordo com a Figura 3.14.

Abreviaturas: v, elongagio; 8, deformagdo angular no plano; v, deformagio angular fora do plano:
o, wagging, t, rocking, scis, scissoring;, o, twisting: s, simétrica; as, anti-simétrica [10].
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A analise dos espectros de Raman da OP, 3,4-DHPEA-EA e 3,4-DHPEA-EDA permitiu
identificar sinais espectrais caracteristicos dos diferentes grupos presentes nos compostos

estudados, nomeadamente:

- Deformagdes O-H — 430 a 587 cm™ (OP);

- Deformagdes C-H — 1250 a 1500 cm’™;

- Elongagdes CC do anel — 1600 a 1670 cm'™;
- Elongagdes C=0 — ca. 1700 cm™;

- Elongagdes C-H — 2800 a 3000 cm™ (3,4-DHPEA-EA e 3,4-DHPEA-EDA).

Os resultados obtidos para os compostos polifenolicos em estudo permitem concluir que
a espectroscopia de Raman ¢ uma técnica adequada para distinguir este tipo de sistemas e levar
a cabo a sua analise conformacional rigorosa, quando complementados com calculos de

mecanica quantica [11].
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3.2.5. Discussao

Os espectros de Raman dos compostos investigados ndo revelaram quaisquer alteragdes
ao longo do tempo, num periodo de 6 meses. No entanto, as amostras foram sempre
armazenadas a -5°C e ao abrigo da luz, de modo a evitar a sua decomposi¢éo devido a processos
de oxidagdo e/ou dimerizagao.

A correspondéncia obtida entre os nimeros de onda experimentais e tedricos € razoavel
apos escalamento de acordo com Scott e Radom[9]. A equivaléncia perfeita entre estes numeros
de onda ndo era esperada, pois as frequéncias calculadas correspondem a molécula isolada e os
calculos de mecdnica quantica ndo tém em conta os efeitos como a formagdo de ligagdes de
hidrogénio intermoleculares em fase condensada ou polimerizagdo.

De facto os compostos investigados possuem na sua estrutura varios grupos que podem
funcionar como dadores ou aceitadores em interacgdes de hidrogénio. Desta forma, podem
formar-se ligagdes de hidrogénio intra e intermoleculares, sendo que este tipo de ligagdes pode
estabelecer-se entre grupos de aceitadores/dadores diferentes. Devido a este facto, é normal
detectarem-se desvios de frequéncias para bandas de Raman correspondentes a modos
vibracionais de grupos envolvidos em ligagdes de hidrogénio (geralmente para frequéncias mais
baixas para os modos de elongag¢do, e mais elevadas para as deformagoes).

Em relagdo aos compostos objectos deste estudo, interessa fazer uma caracterizagao
estrutural dos grupos eventualmente envolvidos em ligagdes de hidrogénio, responsaveis pela
formagdo de dimeros. A espectroscopia de Raman é um dos melhores métodos para detectar este
tipo de interacgdo [12].

A existéncia de dimeros para os acidos carboxilicos ¢ demonstrada,
espectroscopicamente, através de um desvio para o vermelho da frequéncia da banda
correspondente a0 modo vC=0 (modo vibracional de elonga¢do C=0), relativamente a

frequéncia da banda do mesmo modo, quando livre [4,5]. Este desvio para menores valores de
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frequéncia, corresponde a uma diminui¢do da constante de for¢a do oscilador, devida a
interac¢des moleculares, confirmando assim a existéncia de pontes de hidrogénio entre os
mondmeros, no estado solido.

O modo vibracional de elongagdo do grupo ~OH origina normalmente uma banda
relativamente estreita a cerca de 3500cm-1, que sofre um desvio acentuado para frequéncias
mais baixas (entre 3200 e 3300cm-1), quando este grupo se encontra envolvido em ligagdes de
hidrogénio [12]. Este facto ¢ comprovado nos espectros obtidos para os metabolitos do HTy, em
que a elongagiio —OH aparece a frequéncias experimentais mais baixas do que as frequéncias
calculadas (Tabelas 3.5 a 3.7).

A atribuigdo dos modos de vibragdo experimentais foi efectuada com base nos calculos
realizados para os compostos em estudo. Estes resultados tedricos surgem assim como uma
ferramenta complementar e fundamental na andlise estrutural através da espectroscopia
vibracional de Raman.

Nas Tabelas 3.4 a 3.10 sdo apresentados os valores de frequéncias de Raman,
experimentais e calculados, assim como as intensidades de IV e actividade de Raman previstas
teoricamente, correspondentes aos conformeros mais estaveis do HTy, MOPET, DOPAC e
HVA, e os valores de frequéncias de Raman, experimentais e calculados, correspondentes aos
conformeros resultantes de apenas um calculo de optimizagido da OP, 3,4-DHPEA-EA e 3.4-
DHPEA-EDA. Para o HTy e OP foram registados espectros experimentais dos compostos no
estado solido e em solugdo aquosa. No entanto, para os compostos 3,4-DHPEA-EA e 3,4-
DHPEA-EDA nao foi possivel obter-se os espectros experimentais no estado do composto puro,
uma vez que estes sdo Oleos altamente viscosos. Devido a este facto, registaram-se espectros
destes dois compostos apenas em solugdo aquosa saturada (agitagdo por vortex e banho ultra-
sonico). Para os metabolitos do HTy foram registados espectros com amostras destes compostos

no estado solido.
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Mesmo apresentando algumas variagdes estruturais, os diversos compostos apresentados

neste trabalho ddo origem a padrdes espectrais caracteristicos. Pode assim concluir-se que a
espectroscopia de Raman € uma técnica adequada para distinguir este tipo de sistemas,
nomeadamente apds o seu processo de extrac¢do e isolamento, com vista a sua identifica¢do e
determinagdo do grau de pureza. De facto, trata-se de um método rapido, que ndo requer
preparagio especial da amostra e que fornece informagdo detalhada e rigorosa acerca do

‘ composto analisado [11,13]. A espectroscopia de Raman apresenta-se assim como uma das mais
vantajosas ferramentas de obtengdo de informagdo sobre as estruturas e propriedades

moleculares de sistemas como os presentemente investigados.
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3.3. Avaliacio da Actividade Citotoxica dos Polifenois do Azeite

Neste estudo procedeu-se a uma analise do efeito de varios compostos polifenolicos
derivados do azeite sobre a proliferagdo da linha celular cancerigena humana do melanoma
amelanotico (C32).

Os ensaios in vitro de citotoxicidade foram realizados na linha celular cancerigena
humana em estudo, apds a exposigdo aos diferentes compostos fenolicos em estudo (HTy, OP,
3,4-DHPEA-EA e 3,4-DHPEA-EDA), em concentra¢des que variaram entre os 100 e os
1000uM e para periodos de incubagdo de 72 horas. A densidade e proliferagdo celulares foram
determinadas pelos métodos colorimétricos do Azul de Tripano e da Sulforrodamina B [14-16].

A obtengdo de valores de proliferagdo celular superiores a 100% pode justificar-se pelo
facto de estes valores serem determinados assumindo sempre um valor de 100% para a

proliferagdo celular das amostras controlo as 0 horas (auséncia do composto em analise).
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3.3.1. HTy

Na presenga de HTy (Figura 3.21) observou-se um aumento da proliferagdo celular, em
relagdo ao controlo s 72 horas, para a concentragdo de 100pM. No entanto, tal ndo se verifica
para a concentragio de 400uM, em que a percentagem de proliferagdo celular se aproxima da
proliferagio do controlo as 72 horas. Para a concentragio de 1000uM, verificou-se uma

diminuicdo acentuada da proliferagdo celular em relagdo ao controlo (Figura 3.21).

] Controlo Oh
[ Controlo 72 h
Bl HTY 100pM
B HTY 400 WM
[JHTy 1000 uM

400+

300+

200+

100+

Proliferacio celular (%)

Figura 3.21: Efeito citotoxico e citoprotector do hidroxitirosol na linha celular C32.

As células foram expostas ao HTy durante 72 horas ¢ a proliferagdo celular foi determinada apés cste periodo de
tempo. pclo método da Sulforrodamina B. ¢ expressa em termos de percentagem do controlo (o valor da
proliferagdo cclular da amostra controlo — auséncia de HTy — foi considcrado com 100%). Os resultados
representam a média+ desvio padrdio obtida em 3 experiéncias independentes, realizadas cm triplicado. (p <0.01

vs. controlo 72h, para a concentragio de 100 pM).

Este composto, nos varios ensaios realizados, apresenta ter um efeito duplo, fortemente
dependente da concentragdo. Assim, quando as células C32 sio expostas a baixas concentragdes
de HTy, este demonstra ter um efeito citoprotector, aumentando a proliferagdo celular em

relagiio ao controlo as 72 horas; no entanto, quando expostas a concentragdes superiores deste
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composto (1000uM), este passa a exercer um efeito citotoxico, diminuindo a prolifera¢do

celular para aproximadamente 50% em relagdo ao controlo as 72 horas.

3.3.2. OP

Findo o periodo de exposigdo das células a OP, observou-se um aumento gradual da

proliferagdo celular, de modo dependente da concentragdo (Figura 3.22).

350+
:5 1 Controlo Oh
< 300+
— N Controlo 72 h
3]
S 250+ B OP 100pM
8 2004 I OP 400uM
9 [CJOP 1000pM
zg 150+ T T LU
o
@ 100+
=
e 504
o

0

Figura 3.22: Efeito citoprotector da OP na linha celular C32.

As células foram expostas 4 OP durante 72 horas ¢ a proliferagdo celular foi determinada apos este periodo de
tempo. pelo método da Sulforrodamina B, e¢ expressa em termos de percentagem do controlo (o valor da
proliferagdo cclular da amostra controlo — auséncia de OP — foi considerado com 100%). Os resultados representam
a médiat+ desvio padrio obtida em 3 experiéncias independentes, realizadas em triplicado. (p <0.05 vs. controlo

72h, para a concentragio de 1000 pM).

O efeito da OP em relagdo a linha celular C32 mostrou-se claramente protector em
qualquer das concentragdes testadas, sendo assim totalmente inviavel o uso deste composto no
combate a este tipo de cancro, mas muito promissora a sua aplica¢gdo como citoprotector €

agente quimiopreventivo em células sas.
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3.3.3. 3,4-DHPEA-EDA

Ao longo do estudo da actividade citotoxica, o composto 3,4-DHPEA-EDA demonstrou
exercer um efeito toxico marcado sobre as células cancerigenas em estudo (Figura 3.23), mesmo
na concentragdo mais baixa testada (100uM). E de salientar que o efeito citotdxico deste
composto ¢ muito acentuado na concentragdo de 1000uM, diminuindo a proliferagdo celular

para aproximadamente 5% em relagdo ao controlo as 72 horas.

200+
[——1Controlo Oh
T MEED Controlo 72 h
i I EDA 100puM
C—IEDA 400 uM
100+ T

C—1EDA 1000 pM

Proliferagao celular (%)

IR .

Figura 3.23: Efcito citotoxico do 3,4-DHPEA-EDA na linba cclular C32.

As células foram expostas ao 3.4-DHPEA-EDA duranic 72 horas e a prolifcragdo celular foi detecrminada apos cste
periodo de tempo, pelo método da Sulforrodamina B, ¢ expressa em termos de percentagem do controlo (o valor da
proliferagdo celular da amostra controlo — auséncia de 3,4-DHPEA-EDA - foi considerado com 100%). Os
resultados representam a média+ desvio padrdo obtida em 3 experiéncias independentces, realizadas em triplicado.

(p <0.01 vs. controlo 72h, para todas as concentragdes testadas).
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3.3.4. 3,4-DHPEA-EA

O efeito exercido pelo composto 3,4-DHPEA-EA na linha celular C32 (Figura 3.24), foi
muito idéntico ao observado para o composto 3,4-DHPEA-EDA. Verificou-se que as células em
estudo sdo muito sensiveis a este polifenol, apos 72 horas de exposi¢do, mesmo na concentra¢do
mais baixa testada. No entanto, ndo se verificou uma diferenga significativa entre o efeito

exercido por este composto na concentragéo de 400 e 1000 pM.
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Figura 3.24: Efeito citotoxico do 3,4-DHPEA-EA na linha celular C32.

As células foram expostas ao 3,4-DHPEA-EA durante 72 horas ¢ a prolifcragio celular foi detcrminada apds cste
periodo de tempo. pelo método da Sulforrodamina B, e expressa em termos de percentagem do controlo (o valor da
proliferagio celular da amostra controlo — auséncia de 3,4-DHPEA-EA ~ foi considerado com 100%). Os resultados
representam a média+ desvio padrio obtida em 3 experiéncias independentes. realizadas cm triplicado. (p <0.01

vs. controlo 72h., para todas as concentracdes testadas).

Os resultados obtidos nos ensaios de avaliagdo citotoxica para estes dois ultimos
compostos (3,4-DHPEA-EDA e 3,4-DHPEA-EA), tornam viavel a continuidade do estudo

destes compostos como  potenciais anticancerigenos neste tipo de células.
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3.3.5. Discussio

Existem actualmente diversas estratégias farmacoterapéuticas disponiveis no mercado no
tratamento de doengas neoplasicas. Estas actuam na inibigdo da proliferagdo celular anomala
caracteristica dos processos neoplasicos, bem como na destrui¢io das células tumorais
responsaveis por um crescimento desgovernado, tentando lesar o menos possivel as células sas.

Variados estudos tém sido realizados no sentido de, por um lado descobrir os
mecanismos de carcinogénese e por outro lado, encontrar quimioterapéuticos e/ou
quimiopreventivos [17-20]. Os compostos fenolicos apresentam propriedades indutiveis de
apoptose em células tumorais, através de mecanismos especificos [21]. Este facto reflecte-se nos
resultados obtidos para alguns dos compostos estudados, nomeadamente para o 3,4-DHPEA-EA
e 3,4-DHPEA-EDA, que apds 72 horas de incubagdo evidenciaram um decréscimo da
proliferagdo celular em relagdo ao controlo na linha celular testada (Figuras 3.23 e 3.24). O
composto 3,4-DHPEA-EDA ja havia sido estudado por Fabiani er a/ [22] na linha celular
humana cancerigena HL60, comprovando da mesma forma, a inibi¢@o da proliferacio celular.

A OP ¢ uma excepgdo a este comportamento, uma vez que em todas as concentragdes
estudadas (100, 400 e 1000uM), este composto induz um aumento da proliferagdo celular na
linha C32, em relagdo ao controlo. No entanto, Hamdi e Castellon [23] concluem que a OP inibe
o crescimento celular, de modo dependente da concentragdo, de outras linhas cancerigenas
humanas, tais como TF-la, 786-0, T-47D, RPMI-7951 e LoVo [23]. Sendo assim, conclui-se ser
inviavel o uso deste composto como citotéxico na linha celular testada (C32), mas podera ser
muito promissor como citoprotector em células sés.

Os ensaios de citotoxicidade realizados ao longo deste estudo permitiram verificar uma
clara dependéncia entre a concentragdo de composto testado nas células e o efeito observado.

Apenas o HTy demonstrou uma dualidade de actividade, actuando como citoprotector e
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citotoxico dependendo da concentragdo (Figura 3.21). Este resultado corrobora uma das
caracteristicas dos compostos fenolicos, na medida em que estes, em certas condigdes,
funcionam como pro-oxidantes [24]. A acgdo dos polifenois resulta de um equilibrio entre a sua
capacidade antioxidante e pro-oxidante [25,26], responsavel por uma actividade citoprotectora e
citotoxica, respectivamente. Ou seja, embora os compostos fenolicos naturais possam ter um
potencial antioxidante in vitro e in vivo, doses elevadas destes compostos também poderdo ser
toxicas e mutagénicas, sendo que o seu consumo em excesso podera causar reacgdes
metabolicas adversas no ser humano [27,28].

Nio podemos no entanto esquecer, que os resultados obtidos neste trabalho s@o truto de
estudos in vitro, ndo tendo sido considerados factores susceptiveis de interferir com a actividade
bioldgica dos compostos in vivo e que desta forma poderdo condicionar o seu mecanismo de

acgdo e eficacia protectora/terapéutica.

95




RESULTADOS E DISCUSSAO

3.4. Referéncias

[1] Amado AM, Silva AMM, Ribeiro-Claro PJA, Teixeira-Dias JJIC.
J. Raman Spectroscopy, 25(1994)599-605.

[2] Sanchez-Cortés S, Ramos JVG.
J. Colloid and Interface Science, 231(2000)98-106.

[3] VanBesian E, Marques MPM.
J. Mol. Structure (Theochem). 625(2003)265-275.

[4] Machado NFL, Calheiros R, Fitza SM, Borges F, Gaspar A, Garrido J, Marques MPM.
J. Mol. Model, 13(2007)865-877.

[S] Calheiros R, Machado NFL, Fitiza SM, Gaspar A, Garrido J, Milhazes N, Borges F,
Marques MPM. J.
Raman Spectroscopy, 39(2008)95-107.

[6] Sousa JB, Calheiros R, Rio V, Borges F, Marques MPM.
J. Mol. Structure, 783(2006)122-135.

[7] Sanchéz-Cortés S, Ramos JVG.
Applied Spectroscopy, 54(2000)230-238.

[8] Fink DW, Stong JD.
Spectrochimica Acta, 38A, 12(1982)1295-1298.

[9] Scott AP, Radom L.
J. Phys. Chem. 100(1996)16502.

[10] Giinzler H, Gremlich HU.
IR Spectroscopy, An introduction. Wiley-VCH. 2002.

[11] Schmitt M, Popp J.
J. Raman Spectroscopy, 37(2006)20-28.

96




RESULTADOS E DISCUSSAOQ

[12] Colthup NB, Daily LH, Wiberley SE.
Introduction to Infrared and Raman Spectroscopy, 2" Edition, Academic Press, New York,

London, Toronto, Sydney, San Francisco, 1975.

[13] Milhazes N, Borges F, Calheiros R, Marques MPM.
The Analist, 129(2004)1106-1117.

[14] Papazisis KT, Geromichalos GD, Dimitriadis KA, Kortsaris AH.
J. Immun. Methods, 208(1997)151-158

[15] Skehan P, Storeng R, Scudiero D, Monks A, McMahon J, Vistica D, Warren JT, Bokesch
H, Kenney S, Boyd MR.
ARTICLES, 82, No.13(1990), 1107-1112.

[16] Banasiak D, Barnetson AR, Odell RA, Mameghan H, Russell PJ.

1998.

[20] Doyle A, Griffiths JB, Newell DG.
Cell & Tissue culture: laboratory procedures, 3* Ed., John Wiley & Sons, Nova lorque (1994)

[21] Khanduja K1, Avti PK, Kumar S, Mittal N, Sohi KK, Pathak CM.
BBA 1760(2006)283.

[22] Fabiani R, De Bartolomeo A, Rosignoli P, Servili M, Selvaggini R, Montedoro GF, Di
Saverio C, Morozzi G.
J. Nutr. 136(2006)614-619.

97

Radiation Oncology Investigations, 7(1999)77-85.

[17] Freshney RI.

Culture of animal cells, 3* Ed. John Wiley & Sons, Nova lorque, 1994,

[18] Baserga R.

Cell growth and division: a practical approach, Oxford, IRL Press, 1989.

[19] Mather JP e Roberts PE.

Introduction to cell and tissue culture — Theory and Technique. Plenum Press, Nova lorque



RESULTADOS E DISCUSSAO

[23] Hamdi KH, Castellon R.
BBRC. 334(2005)769-778.

[24] Stevenson DE, Hurst RD.
Cell. Mol. Life Sci. 64(2007)2900-2916.

[25] Gomes CA, Cruz TG, Andrade JL, Milhazes N, Borges F, Marques MPM.,
J. Med. Chem. 46(2003)5395-5401.

[26] Bravo L.
Nutritional Reviews. 58(1998)317-333.

[27] Rogers EH, Grant MH.
Chem. Biol. Interact. 116(1998)213-228.

[28] Lambert JD, Hong J, Yang G, Lido J, Yang CS.
Am J. Clin. Nutr. 81(2005)284S-918S.

98



"




4, CONCLUSOES GERAIS

Neste capitulo resumem-se as principais conclusdes dos resultados obtidos.

Neste estudo foi realizada uma analise conformacional dos principais polifendis do
azeite, por espectroscopia de Raman associada a calculos de mecénica quantica (ao nivel da
Teoria dos Funcionais de Densidade, DFT). Assim, foram determinadas as energias relativas de
cada conférmero e os pardmetros geométricos dos conformeros mais estaveis, e calculadas as
respectivas frequéncias vibracionais tedricas, intensidades de IV e actividades Raman, de modo
a distinguir os minimos dos pontos sela e atribuir os espectros experimentais.

Para o HTy e seus metabolitos foram detectados, mediante calculos de mecanica
quéntica de optimizagdo de geometrias (B3LYP/6-31G**), varios conférmeros. A conformagio
mais estdvel encontrada para cada composto (HTyl, HVAl, MOPET]1 e DOPACI,
respectivamente) foi objecto de um estudo mais extenso. Todos os conférmeros determinados
apresentaram uma conformagéo ndo planar, em que a cadeia carbonada lateral se apresenta de
modo quase perpendicular em rélagﬁo ao plano do anel benzénico.

Para a Op, 3,4-DHPEA-EA e 3,4-DHPEA-EDA fizeram-se céalculos de mecénica
quéntica de optimiza¢fio de geometria com uma fun¢do de base menor (B3LYP/6-31G*),
devido ao elevado numero de atomos destes compostos. Deste modo e devido & elevada
exigéncia computacional, foi apresentada e estudada a geometria de apenas um conférmero
para cada um destes compostos, resultantes apenas de um calculo de optimizagao.

Para todos os compostos foram registados espectros de Raman experimentais, alguns
deles no estado solido e em solugdo aquosa, que foram atribuidos com base nos resultados

tedricos obtidos através de calculos de frequéncias.
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Da andlise de todos os espectros experimentais, a luz dos resultados fornecidos pelos
calculos de mecénica quantica, foi possivel identificar as caracteristicas comuns aos compostos
investigados, assim como as bandas espectrais tipicas de cada um.

Para determinar as potencialidades deste tipo de compostos como agentes
quimiopreventivos e/ou quimioterapéuticos, foi efectuada uma avaliagdo da actividade
citotéxica e antiproliferativa do HTy, OP, 3,4-DHPEA-EA e 3,4-DHPEA-EDA face & linha
celular humana de melanoma amelanético (C32). Nestes ensaios de citotoxicidade testaram-se
varias concentragdes de cada composto (100, 400 e 1000uM), tendo em conta a dualidade de
acg¢do conhecida para alguns fenois (antioxidante/pré-oxidante), fortemente dependente da sua
concentragdo. Verificou-se deste modo, uma clara dependéncia entre a concentragdo de
composto testado nas células e o efeito observado. A excepgdo da OP, todos os outros
compostos do azeite apresentaram actividade citotoxica face a linha celular humana C32 e
apenas o HTy apresentou um caracter duplo (antioxidante vs pro-oxidante) dependente da
concentragdo testada.

Este estudo apresentou vérias limitagdes, nomeadamente: o facto de todos os compostos
estudados apresentarem fluorescéncia intrinseca, dificultando deste modo a obtengdo dos
espectros experimentais; a baixa solubilidade destes compostos em 4gua; o facto de nunca ter
sido efectuado antes nestes compostos a espectroscopia de Raman acoplada a célculos de
mecénica quantica; e ainda o facto de alguns compostos possuirem um elevado numero de
atomos, dificultando assim os célculos de mecénica quéntica devido a elevada exigéncia
computacional.

O trabatho agora realizado é digno de outros estudos complementares, tais como:
avaliagéo do efeito citotoxico destes compostos em células humanas sis; avaliagdo do efeito

citotoxico dos metabolitos do HTy; estudo do efeito destes compostos sobre a acgdo de




medicamentos citostaticos e ainda, estudo da interferéncia da dieta rica em antioxidantes na
quimioterapia.

O caracter duplo apresentado pelo HTy podera, no futuro, ser controlado e orientado
consoante o efeito pretendido (citoprotector para células sds e citotdxico para células

cancerigenas).
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SiIMBOLOS E ABREVIATURAS

ADN

ATCC

CcCbh

o

A

AE

DFT
3,4-DHPEA-EA
3,4-DHPEA-EDA
DMEM-HG
DMSO
DOPAC
ERO

ERA

FBS

FN-kB
GGA

Y

r

HEPES

HF

HNE

HVA

HTy
KS-SCF
LASER
LDA

LDL

MAP

twisting (modo de binario)

Acido desoxirribonucleico

Antissimétrica

American Type Culture Collection

Charge Coupled Device

Deformagdo angular no plano

Deformagio de esqueleto no plano

Energia relativa

Density Functional Theory (Teoria dos Funcionais de Densidade)
Isémero da oleuropeina aglicona

Derivado da oleuropeina aglicona

Dulbecco’s Modified Eagle’s Médium-High Glucose
Dimetil-sulfoxido

Acido 3.4-dihidroxifenilacético

Espécie reactiva de oxigénio

Espécie reactiva de azoto

Fetal Bovine Serum (Soro fetal bovino)

Factor nuclear-kappa B

Generalised Gradient Aproximation

Deformagdo angular fora do plano

Deformagio do esqueleto fora do plano

Acido 4(2-hidroxietil) piperazina-1-etanosulfonico
Hartree-Fock

4-hidroxinoneal

Acido 4-hidroxi-3-metoxifenilacético

Hidroxitirosol

Método de Campo Coerente de Kohn e Sham

Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation
Local Density Aproximation

Low density lipoprotein (Lipoproteinas de baixa densidade)

Mitogen activated protein kinase
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MDA
MOPET
Na;EDTA
oM

SIMBOLOS E ABREVIATURAS

Malondialdeido

4-hidroxi-3-metoxifeniletano:

Sal dissodico dihidratado do acido etilenodiaminotetracético
Orbitais Moleculares

Oleuropeina

Proteina activadora 1

Phosfate Buffer Saline (Tampao fosfato salino)
rocking (oscilagio transversal)

Simétrica

Self Consistent Field

scissoring

Sulforrodamina B

Torgdo

Tris hidroximetilaminoetano

Modo vibracional de elongagdo

Vosko Wilk e Nusair

wagging (oscilagdo longitudinal)
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ap6s este periodo de tempo, pelo método da Sulforrodamina B, e expressa em termos de
percentagem do controlo (o valor da proliferagio celular da amostra controlo — auséncia de
HTy — foi considerado com 100%). Os resultados representam a médiat desvio padrdo
obtida em 3 experiéncias independentes, realizadas em triplicado. (p < 0.01 vs. controlo

para a concentragdio de 100 pM).

Figura 3.22. Efeito citoprotector da OP na linha celular C32.

As células foram expostas & OP durante 72 horas e a proliferagdo celular foi determinada
apés este periodo de tempo, pelo método da Sulforrodamina B, e expressa em termos de
percentagem do controlo (o valor da proliferagdo celular da amostra controlo — auséncia de
OP - foi considerado com 100%). Os resultados representam a médiat desvio padrio
obtida em 3 experiéncias independentes, realizadas em triplicado. (p < 0.05 vs. controlo para

a concentragdo de 1000 pM).

Figura 3.23. Efeito citotoxico do 3,4-DHPEA-EDA na linha celular C32.

As células foram expostas ao 3,4-DHPEA-EDA durante 72 horas e a proliferagfo celular foi
determinada apds este perfodo de tempo, pelo método da Sulforrodamina B, e expressa em
termos de percentagem do controlo (o valor da proliferagdo celular da amostra controlo —
auséncia de 3,4-DHPEA-EDA - foi considerado com 100%). Os resultados representam a
médiat desvio padrio obtida em 3 experiéncias independentes, realizadas em triplicado. (p

< 0.01 vs. controlo para todas as concentragdes testadas).

Figura 3.24. Efeito citotoxico do 3,4-DHPEA-EA na linha celular C32.

As células foram expostas ao 3,4-DHPEA-EA durante 72 horas e a proliferagio celular foi

determinada ap6s este perfodo de tempo, pelo método da Sulforrodamina B, e expressa em

termos de percentagem do controlo (o valor da prolifera¢8o celular da amostra controlo — -

auséncia de 3,4-DHPEA-EA - foi considerado com 100%). Os resultados representam a
médiat desvio padrio obtida em 3 experiéncias independentes, realizadas em triplicado. (p

<0.01 vs. controlo para todas as concentragdes testadas).
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