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Resumo

As preferéncias dos consumidores estdo diretamente relacionadas com as diferentes
cores que os produtos apresentam. Uma alimentacdo variada, colorida e equilibrada
garante a ingestao de todos 0s nutrientes essenciais, bem como de ndo-nutrientes, onde
estdo incluidos os pigmentos naturais sintetizados pelas plantas. E do conhecimento
geral que, para se conseguir e manter uma boa saude, é necessario ingerir diferentes
tipos de alimentos de origem vegetal, ricos em ndo-nutrientes sintetizados pelas

diferentes vias metabolicas.

A sintese de pigmentos naturais depende ndo sé dos fatores intrinsecos de cada planta
(p. ex. espécie ou familia), como também de fatores extrinsecos (p. ex. condi¢Bes edafo-
climaticas). Nos diferentes pigmentos naturais incluem-se as clorofilas, os carotenos, os
flavonoides e as betalainas, os quais estdo relacionados com importantes atividades

bioldgicas.

Os seus efeitos benéficos estdo associados as suas propriedades antioxidantes, protecdo
contra danos oxidativos a componentes celulares, assim como atividade anti-

inflamatdria e preventiva de doencas cronicas ndo transmissiveis.

Com base na importancia do consumo de compostos bioativos para a saide humana,
este trabalho de revisdo pretende descrever as vias metabdlicas precursoras dos
pigmentos naturais e associd-las as propriedades e efeitos biolégicos que estes

pigmentos podem exercer na promocao da salde.

Palavras-chave: Pigmentos naturais, Biossintese, Vias metabdlicas, Compostos

bioativos.



Estudo das Vias Metabdlicas das Plantas na Sintese de Pigmentos Naturais

Abstract

The consumer preferences are directly related to the different colors that the products
present. A varied, colorful and balanced diet is the guarantee of ingestion of all
necessary essential nutrients, as well as non-nutrients, which include the natural
pigments synthesized by plants. It is well known that in order to achieve and maintain
good health it is necessary to eat different types of food of plant origin, rich in non-

nutrients synthesized by different metabolic pathways.

The synthesis of natural pigments depends not only on the intrinsic factors of each plant
(eg. species or family), but also on extrinsic factors (eg. soil and climatic conditions).
Among the different natural pigments are chlorophylls, carotenes, flavonoids and

betalains, which are related to important biological activities.

The beneficial effects are related to its antioxidant properties, protection against
oxidative damage to cellular components, anti-inflammatory and preventive effects of

non-transmissible chronic diseases.

Based on the importance of the use of bioactive compounds for human health, this
review aims at describing the metabolic pathways precursors of natural pigments and
associates them with properties and the biological effects that these pigments can exert
on health promotion

Keywords: Natural pigments, Biosynthesis, Metabolic pathways, Bioactive

compounds.
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I. INTRODUCAO

O estudo dos compostos quimicos sintetizados pelas plantas tem acompanhado a
evolucdo do homem através dos tempos e 0s seus usos como agentes terapéuticos datam
de milhares de anos (Fowler, 2006). Atualmente, a maior parte dos farmacos usados
pela industria farmacéutica, bem como outros compostos naturais provenientes das
plantas, apresentam diversas aplicagdes, tanto na area farmacéutica e cosmética, como
também nas areas das industrias alimentar e quimica (Brewer, 2011; Gyawali e Ibrahim,
2014).

Entre os muitos compostos quimicos extraidos das plantas, incluem-se os pigmentos
naturais, metabolitos secundarios sintetizados pelas plantas, sobre os quais 0 tema

fulcral desta dissertacao incide.

De facto, as cores sempre foram importantes na vida quotidiana e sdo um assunto
comum e unificador para diferentes areas cientificas. Segundo Melo et al. (2006) a
proveniéncia das cores, a sua percecdo e 0s seus usos merece o estudo por parte de uma
panoplia de areas, tais como astronomia, medicina, quimica, artes plasticas, entre outras.
As cores estdo intimamente ligadas a varios aspetos da vida e sdo capazes de influenciar
as decisdes do dia-a-dia, principalmente as que envolvem os alimentos. O instinto
facilita o consumo de alimentos coloridos, nomeadamente, as frutas e os produtos
horticolas (Downham e Collins, 2000; Pinheiro et al., 2009). Neste sentido, o0s
pigmentos naturais no reino vegetal servem primariamente para conferir tonalidades

apelativas ou repulsivas aos predadores, incluindo o Homem.

A palavra “pigmento” teve origem no latim e servia para denominar uma cor no sentido
da matéria corante. O significado moderno da palavra pigmento (em inglés, pigment)
apareceu no século XX, a qual significa uma substancia constituida por pequenas
particulas, com propriedades corantes, protetoras e magneticas. Esta definicdo tanto se
aplica aos pigmentos de origem mineral, como dioxido de titdnio, como aos compostos

de origem organica (Ullmam, 1985).

O rol de cores obtido pela Natureza é muito vasto, o qual inclui tons vermelhos, azuis

e amarelos, predominantes nas partes aéreas das plantas, como os tons escuros (castanho
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e negro) predominantes nas raizes das mesmas (Melo et al., 2006). Embora as
tonalidades castanhas e negras sejam menos atrativas aos predadores, sdo igualmente
predominantes na natureza, e sdo sintetizadas pelas melaninas. Por exemplo, a
eumelanina, polimero complexo constituido por difendis e outras moléculas quimicas, é

a responsavel pela tonalidade preta das plantas (Moura, 2003).

As cores mais atrativas presentes nas plantas derivam maioritariamente dos polifendis,
0s quais constituem um grupo muito diversificado de compostos quimicos responsaveis
pelas cores branca, amarela, vermelha e azul de muitas plantas e frutos (Dai e
Mumper, 2010; Keerthi et al., 2014). Outros compostos igualmente importantes
para a pigmentacdo dos vegetais incluem os carotenoides, as clorofilas e as
betalainas.

Face ao exposto, a realizacdo deste trabalho teve como objetivo efetuar uma revisdo
bibliografica acerca das vias metabdlicas das plantas na sintese de pigmentos naturais,
sendo esta dissertacdo de indole tedrica, isenta de qualquer tipo de trabalho pratico
experimental. Em termos metodoldgicos, e tendo por base os objetivos delineados,
procedeu-se a pesquisa de artigos cientificos e outras publicacdes relevantes, num
periodo compreendido entre 0s meses de maio de 2015 e novembro de 2016, utilizando
como fontes de pesquisa cientificas o PubMed, o ScienceDirect e a b-On e como
motores de busca o Google Académico e o AltaVista Search. A escolha destas bases de
dados para a realizacdo da pesquisa bibliografica prendeu-se com o facto de serem
aquelas que, em regra, compilam o maior nimero de artigos cientificos recentemente
publicados na &rea das ciéncias da saude. As palavras-chave utilizadas na pesquisa
foram: pigmentos naturais (do inglés natural pigments); plantas (do inglés plants); vias
metabolicas (do inglés metabolic pathways); polifendis (do inglés polyphenols);
carotenoides (do inglés carotenoids); betalainas (do inglés betalains); clorofilas (do

inglés chlorophylls).

Os critérios usados na selecdo dos artigos cientificos incluem o interesse para o tema,
limitando-se a pesquisa a artigos e estudos escritos em inglés, portugués e espanhol,
com data de publicacdo dos ultimos 10 anos (este limite temporal pode ser alargado se o
conteddo dos estudos for relevante ou se tiver evidéncias experimentais acerca do tema

importantes para a escrita desta tese).
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Il. HISTORIA DAS CORES

As cores sdo um fendmeno primordial e omnipresente. Devido ao facto de existir uma
necessidade de catalogar tudo o que nos rodeia, houve um interesse acrescido sobre as
cores, nomeadamente acerca da forma como estas sdo sintetizadas pelos organismos
vivos e, consequentemente, do modo como podem ser extraidas ou produzidas.
Atualmente é do conhecimento geral que a percecdo da cor depende de trés fatores

principais: a luz, a fisionomia do olho e o cérebro (Shapley e Hawken, 2011).

De facto, a cor é uma percec¢do visual resultante da acdo de um feixe de fotbes sobre as
células da retina, que transmitem impressdes para 0 sistema nervoso através da
informacdo pré-processada do nervo Otico. Atualmente, as cores sdo elementos
presentes na vida quotidiana, apresentando-se em diversas formas, seja nas pecas de
vestuario, nos ambientes, nas artes, na alimentacdo e no reino vegetal e animal. Alguns
registros historicos indicam que as cores comecaram a ser utilizadas pelos primeiros
ancestrais para atrair a caca, passando ao longo dos anos a ter maior papel nas culturas e
religides, como na India e China, cuja aplicacdo estd relacionada com as diferentes
forma de energias, ou no Ocidente, onde as religides utilizaram as coloragdes das roupas

para diferenciar hierarquias cristds (Goethe, 1993).

Aristoteles foi o estudioso mais antigo a falar sobre a teoria das cores, incluindo-as nas
propriedades dos objetos. Posteriormente, Leonardo da Vinci contestou esta teoria,
afirmando que as cores derivavam das propriedades da luz. Porém, foi o fisico inglés
Isaac Newton que validou experimentalmente os conceitos sobre a luz e sobre as cores
(Goethe, 1993).

No entanto, independentemente da cor, da sua forma ou composi¢do, é fundamental
referir que as primeiras cores a merecerem destaque foram todas aquelas que
constituiam o reino vegetal. Por exemplo, as civilizages antigas ja extraiam as
substancias coradas da natureza para colorir os alimentos de forma a melhorar a sua
aparéncia. Os egipcios adicionavam extratos naturais e vinho para melhorar a aparéncia

dos seus produtos. Muitas substancias de origem animal, vegetal ou mineral utilizadas


https://pt.wikipedia.org/wiki/Percep%C3%A7%C3%A3o_visual
https://pt.wikipedia.org/wiki/Fot%C3%A3o
https://pt.wikipedia.org/wiki/Retina
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como especiarias e condimentos, eram também usadas para colorir os alimentos.
Nefertiti, rainha egipcia da XVIII dinastia, bem como todas as mulheres egipcias
maquilhavam-se com pigmentos naturais que, para além de realcar a beleza do rosto,
serviam de protecdo contra picadas dos insetos. Em caixas de madeira, guardavam

frascos de alabastro contendo khol para delinear os olhos (Goethe, 1993).

A aplicacao de pigmentos naturais, como a hena em tatuagens, a cartamina e o indigo na
confecdo de roupas, era pratica comum. Foi também identificada a utilizacdo de
antraquinona, pigmentos indigdides e flavonoides nos téxteis, no quarto século a.C.
pelos egipcios (Orska-Gawrys et al., 2003). A utilizacdo de extrato de cartamina para

colorir o embrulho das mUmias, ha 4600 anos atras, encontra-se documentada.

Durante o Renascimento, os corantes naturais foram muito utilizados no tingimento dos
téxteis. O corante azul indigo, originario da planta Indigofera tinctoria e da Isatis
tinctoria, € um dos mais antigos pigmentos utilizados pelo homem e economicamente
muito importante. Estas plantas contém um glicosideo do 3-hidroxiindol que, quando
extraido, hidrolisado, oxidado e dimerizado, resulta no pigmento azul indigo. O azul
indigo € utilizado por varias inddstrias téxteis, sendo ja sintetizado pela Bayer em 1878
(Pinto, 1995; Schiozer e Barata, 2007).

Em 1492, com a descoberta das Américas, surgiram novas fontes de corantes naturais,
nomeadamente, através dos indigenas, para quem a pintura corporal tem um grande
significado. O urucum (Bixa orellana), do qual é extraida a bixina, era um dos
pigmentos utilizado, esfregando-se as sementes vermelhas no corpo. O urucum ainda €
atualmente utilizado para colorir a manteiga, a margarina, 0s queijos, os doces, entre
outros alimentos. Algumas tribos utilizavam mistura de jenipapo, proveniente de um
iridoide, a genipina (Genipa americana) mascada, carvdo e &gua. A coloracdo do
jenipapo é incolor em si, mas produz cor preta depois de reagir com proteinas da pele
(Pinto, 1995; Schiozer e Barata, 2007).

Mais tarde, entre os anos de 1501 e 1850, na sequéncia da colonizacdo, verificou-se
uma intensa exploragdo econémica do paubrasil (Caesalpinia echinata Lam.) e do seu
corante vermelho, denominado brasileina, para tingir algoddo na inddstria téxtil

europeia (Hellmann, 2006).
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Os pigmentos organicos naturais de extratos de plantas como o agafrao e o indigo, ou de
animais como a cochonilha, sdo também conhecidos ha bastante tempo. Até meados do
século XIX, os pigmentos organicos naturais eram 0s mais importantes, quer na
industria dos alimentos e cosméticos, quer na industria téxtil. Em 1850, com a sintese
do primeiro corante sintético, a mauveina, por William Henry Perkin, renasce a
indUstria dos pigmentos organicos, existindo na mesma altura o recrudescimento das

agroindustrias tradicionais como a do indigo, na India (Netto, 2009).

Com a sintese da malva, a pratica de colorir alimentos tomou um impulso muito
expressivo, ndo sendo inicialmente a toxicologia dos corantes tida em consideracéo.
Contudo, desde 1971, que o efeito cancerigeno das diversas substancias no organismo
humano comecou a ser estudado (Nazaré, 2001). As duvidas crescentes referentes a
seguranca de varios corantes artificiais estimularam a sua substituicdo por corantes

naturais.

Com o avango das técnicas analiticas, os estudos toxicoldgicos e as pesquisas
farmacoldgicas permitiram identificar as propriedades toxicas dos corantes sintéticos,
sendo que alguns destes foram proibidos (Oliveira, 2001). Atualmente, apenas nove
corantes artificiais sdo permitidos em medicamentos, alimentos e cosméticos nos EUA,
dos quais dois tém uso restrito. Por outro lado, existem vinte e um tipos de corantes
naturais (dos quais cinco tém uso restrito), autorizados para as mesmas aplicagdes. Estes
corantes naturais sdo de fontes diversas, desde frutas e vegetais a extratos de casca de
uva (FDA, 1998).

Os estudos toxicolégicos do seculo XXI estimularam a utilizacdo de corantes naturais,
melhorando-se o desempenho destes nas diversas aplicagcdes das industrias alimenticia,
farmacéutica e cosmética. Adicionalmente, devido aos problemas toxicolégicos
relacionados com o uso de corantes sintéticos, os produtos considerados naturais
passaram a ser preferenciais por parte dos consumidores (Moreira, 2003; Oliveira,
2001).

Atualmente, os corantes naturais utilizados pela industria sdo, na sua maioria, extraidos

por métodos tradicionais a partir de material vegetal. Contudo, o rendimento e a
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qualidade a nivel da composi¢do quimica dos pigmentos sdo afetados por fatores
sazonais, ambientais e de variacdo genotipica da espécie. Neste sentido, existe um
grande interesse no desenvolvimento de ferramentas biotecnoldgicas que permitam
garantir a uniformidade, os altos rendimentos e a seguranca do produto (Ovando-
Chacon e Waliszewski, 2005).

De referir que a utilizagdo de plantas geneticamente modificadas como fonte de
pigmentos com aplicagfes industriais ndo tem sido aceite pelos consumidores, que
preferem os produtos de origem natural aos modificados geneticamente (Julsing et al.,
2007).
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I11. METABOLISMO VEGETAL

O conjunto de reagdes quimicas que ocorrem constantemente nas células designa-se por
metabolismo. O metabolismo fisioldgico é indispensavel para a degradacao e sintese de
compostos quimicos fundamentais para o crescimento e desenvolvimento do organismo
(animal e vegetal). A presenca de enzimas especificas é indispensavel para o decurso
das reacOes quimicas, de forma a garantir o processo catalitico das mesmas e as vias
metabolicas, constituidas por uma série de reagcdes quimicas, em que o produto final de
uma reagdo serve de reagente a seguinte (Moyna e Menéndez, 2001). Os produtos
intermediarios formados nessas reacGes sdo reencaminhados para outras vias
metabolicas, estabelecendo-se uma rede de reagdes quimicas que ativam e inibem a
atividade ou expressdao de genes que, por sua vez, codificam as enzimas responsaveis
pela manutencdo dessas vias, no sentido de obter a sintese de metabolitos primarios
(Figura 1) (De Sousa, 2010).

SUBSTRATO NATURAL

Enzima 1 ¢—— GeneA

INTERMEDIARIO 1 \

Enzima 2 ¢—— GeneB
V.

AN

AN

INTERMEDIARIO 2

Enzima 3 4¢—— Gene C

aeqpasy 1od oediqruy

Competicao com

AN

INTERMEDIARIO 3 oo

outros caminhos metabolicos

Enzimas €= Genes

B

Figura 1. Vias metabolicas com possibilidade de competicdo pelo intermediario e
regulacdo via feedback ou pelo controlo da expressdo genética (Adaptado de Moyna e
Menéndez, 2001).
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O metabolismo das plantas ndo € excecdo. No interior da planta ocorrem diferentes
processos bioquimicos de extraordinaria complexidade. Esses processos constituem, em
conjunto, o metabolismo vegetal. Este metabolismo tanto inclui reacGes simples, como
reacOes complexas, como por exemplo, o fabrico de alimento mediante a presenca da
luz (fotossintese). E o metabolismo geral da planta que permite 0 seu crescimento,
desenvolvimento e reproducdo, possibilitando assim a perpetuacdo das espécies (Schaaf
etal., 1995).

3.1. Metabolismo primario

Todos os seres vivos, animais e vegetais, possuem um metabolismo geral comum
designado metabolismo primario. O metabolismo primario tem como objetivo a sintese
de compostos essenciais para a sobrevivéncia das espécies (De Sousa, 2010; Santos,
2001). Ao metabolismo primario das plantas estdo associados todos 0S processos
fotossintéticos que originam a formacdo de acidos carboxilicos do ciclo de Krebs, a-
aminoéacidos, hidratos de carbono, acido gordos, proteinas e &cidos nucléicos, todos

envolvidos nos processos vitais da planta (Figura 2) (Schaaf et al., 1995).

COOH COOH
. | reary, ..l H,0
glicose —= HflﬁOH _— Hﬂ:OP —
CH,OF CH,OF
2-fosfoenol
glicerato
GOOH  COOH -OOH
S fn':op Jdrilise, LFO % HfT'!OH
CH, CH, CH,
fosfoenol dcido pintvico drido litica
piruvato, FEP
fertme-
tacio
C,HOH + 20,

CH,COC 04 — tetpenos

riclo do / l

dcido cittico  policetonas

/ acidos gordos

CO,+H,0 + ATP

\f

Figura 2. Metabolitos priméarios produzidos pelas plantas.
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Segundo a teoria evolucionista, 0 metabolismo primario € muito semelhante em todas as
plantas, uma vez que todos os seres vivos derivam de um precursor comum, do qual
conservam algumas caracteristicas (Santos, 2001). O metabolismo primério
compromete 0s processos quimicos que cada planta deve levar a cabo diariamente para
desenvolver-se, sobreviver e reproduzir-se, nomeadamente a fotossintese, a glicolise, o
ciclo do &cido citrico, a sintese de aminoacidos, as transaminagGes, a sintese de
proteinas, enzimas e coenzimas, a sintese de materiais estruturais, a duplicagdo do
material genético, a reproducdo celular (crescimento), a absorcdo de nutrientes, entre
outros. Segundo Groenigen et al. (2015) os metabolitos primarios caracterizam-se por
exercerem uma fungdo metabdlica direta; serem compostos essenciais como
intermediérios nas vias catabolica e anabolica da planta; serem compostos comuns em
todas as plantas; quimicamente incluirem-se nas classes dos hidratos de carbono,

lipidos, proteinas, acidos nucleicos ou clorofilas.

Assim, através do estudo do metabolismo das plantas, depreende-se que estas sao
capazes de produzir inimeros compostos organicos, os quais sdo divididos em
metabolitos primarios e secundarios, dependendo da via metabolica responsavel pela
sua sintese (Groenigen et al., 2015). Kabera et al. (2014) referiram que os metabolitos
primarios possuem funcdo estrutural, plastica e de armazenamento de energia, enquanto
0s metabolitos secundarios, produtos secundarios ou produtos naturais, aparentemente
ndo possuem relacdo com o crescimento e desenvolvimento da planta. No entanto, é
fundamental realcar que os metabolitos primarios sdo os grandes precursores dos

metabolitos secundarios, onde se inserem 0s pigmentos naturais, tema desta dissertacao.

3.2. Metabolismo secundario

Os metabolitos secundarios tém origem no processo de conversao da energia luminosa
em energia quimica, permitindo que a planta responda aos diferentes fatores ambientais,
quer fisicos, quer bioldgicos, permitindo comunicar e interagir com diferentes
organismos, atraindo-os ou repelindo-os, sustentando-os ou destruindo-os (Castro et al.,
2005; Maraschin e Vepoorte, 1999).

Os seres humanos tém usado as plantas para fins medicinais devido ao vasto rol de

compostos quimicos sintetizados pelas mesmas (Petrovska, 2012). Muitos registos
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cientificos publicados até a data evidenciam o uso desses compostos em aplicacdes
farmacéuticas (Kabera et al., 2014; Maffei et al., 2012; Okada et al.,, 2010;
Savithramma et al., 2011) e, por esse motivo, nos ultimos 20 a 30 anos, o estudo dos
metabolitos secundarios vegetais tem evoluido cada vez mais (Okada et al., 2010).
O recurso a diferentes técnicas analiticas, tais como cromatografia, eletroforese,
técnicas de is6topos e enzimologia conseguiram elucidar sobre as estruturas
quimicas exatas destes compostos, possibilitando o esclarecimento das vias

biossintéticas vegetais (Balunas e Kinghorn, 2005).

Através destas vias metabolicas foi possivel identificar os metabolitos
secundarios, os quais, mediante a sua natureza quimica, pertencem a classes
diferentes. Cada familia de plantas, género ou espécie produz uma panoplia de
compostos quimicos, muitas das vezes usados como marcadores taxonomicos na
classificacdo botanica da planta (Thrane, 2001). Embora muitos dados cientificos
afirmem que os metabolitos secundarios ndo desempenham um papel crucial para o
crescimento, desenvolvimento e reproducdo das células vivas, eles sdo fundamentais na
defesa e protecdo da planta contra qualquer dano ecoldgico (Samuni-Blank et al., 2012).
Portanto, estes compostos sdo geralmente sintetizados pelas plantas de acordo com as
suas necessidades especificas, que incluem as condi¢cBes ambientais, as interagcbes com
outras plantas e a protecao contra predadores (Savithramma et al., 2011). No entanto, na
vida humana, estes compostos podem ser utilizados como medicamentos (principios
ativos ou excipientes), aromatizantes ou corantes. Pelos motivos supracitados, torna-se
imperativo averiguar a relagdo existente entre 0 metabolismo primério e secundario das
plantas, no sentido de compreender a origem da sintese dos metabolitos secundarios. Na
maioria da literatura publicada até a data, afirma-se que os metabolitos secundarios
extraidos das plantas sdo subdivididos em trés classes principais: terpenoides, alcal6ides
e compostos fenolicos (Figura 3), 0s quais apresentam atividade farmacoldgica
interessante (Pal et al., 2014; Pereira et al., 2016; Savithramma et al., 2011).
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Figura 3. Origem de alguns metabolitos secundarios (alcaldides, terpenos e
fenilpropanoides) provenientes do metabolismo primario da planta (Adaptado de Garcia
e Carril, 2009).

Pela andlise da Figura 3, constata-se que as vias de biossintese da planta sdo
responsaveis pela formacdo de metabolitos priméarios e secundarios. As reacles
biossintéticas consomem energia, sendo esta obtida a partir da glicélise e do ciclo do
acido citrico. A oxidacdo da glicose, dos acidos gordos e dos aminoacidos resulta na
formacdo de adenosina trifosfato (ATP), que é uma molécula de elevada energia
formada a partir do catabolismo dos compostos primarios (Petrovska, 2012).
Considerando que o catabolismo envolve a oxidagdo de moléculas primarias e que a
biossintese ou anabolismo envolve reacoes de reducao, o ATP ¢é “reciclado” em reagcdes
anabolicas, as quais utilizam moléculas intermediérias nas vias biossintéticas, como por
exemplo, o fosfato de dinucleotideo de nicotinamida e adenina (NADPH) como agente
redutor ou dador de hidrogénio. Este catalisador é uma das muitas coenzimas
necessarias ao metabolismo, sendo a mais comum a coenzima A (CoA) (Michal e
Schomburg, 2013).
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As vias mais comuns para a biossintese dos metabolitos secundarios sdo realizadas
através das pentoses para os glicidos, do acido chiquimico para os fendis, taninos e
alcaldides aromaéticos, do acetato-malonato para fendis e alcaldides e do acido
mevalonico para os terpenos, esterdides e alcaloides (Dewick, 2002). De acordo com a
Figura 3, os compostos quimicos resultantes dos processos da fotossintese, glicélise e
ciclo de Krebs sdo utilizados para a sintese de intermediarios biossintéticos, sendo que
0s metabolitos secundarios com maior importancia provém da acetil coenzima A (acetil-

CoA\) e dos acidos chiquimico e mevalonico (Garcia e Carril, 2009).

Sendo os metabolitos secundarios substancias ativas com atividade farmacoldgica
reconhecida, estes apresentam valor comercial, tanto para a inddstria farmacéutica,
como para a indastria alimentar, agronoma, cosmeética, entre outras (Simdes et al.,
2010).

3.3. Importancia econémica e farmacologica

A importancia a nivel econémica do metabolismo secundario reside em trés grandes
areas: fitoterapia, nutracéutica e aplicagdes industriais na area da salde publica. A
atual facilidade em isolar genes que codificam enzimas chave do metabolismo
secundario permitird no futuro préximo com a ajuda da biotecnologia potencializar

estas areas de aplicacdo (Briskin, 2000).

A presenca de varios principios ativos presentes nos extratos vegetais resultantes das
vias metabolicas vegetais, bem como de alguns metabolitos secundarios com
fungdes complementares na defesa contra pragas, permitem diminuir a resisténcia
exercida pelos organismos patogenicos a alguns farmacos. Por outro lado, 0s
metabolitos secundarios sdo reconhecidos pela sua atividade citotoxica e, quando
utilizados em doses adequadas, podem ser usados como agentes antimicrobianos
naturais. Segundo Briskin (2000) estes compostos atuam no mecanismo neurotdxico,
potenciando 0 seu uso como antidepressivos, sedativos, relaxantes musculares ou
anestésicos. O mesmo autor defende que estes metabolitos secundarios apresentam

funcdes semelhantes aos metabolitos enddgenos animais, tais como, recetores
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hormonais ou neurotransmissores, podendo ser Uteis na terapia de doencas do sistema

nervoso central e do sistema enddcrino (Briskin, 2000).

Enguanto o metabolismo primario vegetal apresenta maior importancia para a nutri¢éo
humana, o0 metabolismo secundario é de maior relevancia para a nutracéutica. Esta area
emergente combina a alimentacdo com a prevencgdo de doencas, atraves da ingestdo de
alimentos funcionais, os quais integram um rol de metabolitos secundéarios (Vainstein
etal., 2001).

Outra aplicacdo industrial associada aos metabolitos secundarios € a funcéo
pigmentante. Atualmente quase todos 0s corantes sao derivados de petréleo, como a
anilina e outros compostos aromaticos. Contudo, o petrdleo, para além de ser poluente,
é escasso, 0 que inviabiliza o seu uso. Como alternativa, dever-se-do utilizar em maior
escala os pigmentos naturais resultantes do metabolito secundéario das plantas, seja na

industria farmacéutica, cosmética ou alimentar (Vainstein et al., 2001).

Face ao exposto, o0 capitulo seguinte incidird nos pigmentos naturais sintetizados pelas
plantas, tema fulcral desta dissertacdo, ndo descorando as vias metabdlicos associadas aos

mesmaos.
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IV. PIGMENTOS NATURAIS

Desde que se conhecem relatos histdéricos sobre 0s nossos antecedentes que o interesse
pela luz e pelas cores sempre foi manifestado, impulsionando cada vez mais o
conhecimento cientifico pela &rea. Ao longo dos tempos foram utilizadas, pelas
diferentes civilizacBes, diversas substancias pigmentantes extraidas das plantas e dos
animais. Entende-se por pigmentos, substancias organicas que determinam a cor dos
tecidos animais e vegetais. Segundo Gomes et al. (2006), um pigmento é considerado
natural quando é submetido apenas a processos de natureza fisica, tais como maceragado

ou esmagamento.

De facto, a cor sempre fascinou o homem. O fendmeno da cor pode ter diferentes
origens, desde a dispersado a absorcdo da luz, promovendo a ocorréncia de muitos
fendmenos promotores das cores presentes na natureza. Para os quimicos, o que da
cor sdo as moléculas, a que outros chamam pigmentos ou corantes (Melo et al.,
2006).

Sao muitas as tonalidades presentes nas plantas, sendo que as mesmas estdo
relacionadas com diferentes compostos quimicos sintetizados pelas mesmas.
Por exemplo, os polifendis constituem um grupo muito diversificado de
compostos que ddo origem as cores branca, amarela, vermelha e azul de muitas
plantas e frutos (Melo et al., 2006). Outro grupo importante é o dos
carotenoides, grupo de compostos quimicos responsaveis pelo intervalo de
cores compreendido entre o amarelo e o vermelho, como o amarelo dos
estigmas da planta do acafrdo (Crocus sativu), onde a crocetina € o croméforo
responsavel por essa tonalidade. Os tons verdes também sdo frequentes.
Normalmente associados ao processo de fotossintese da planta, as clorofilas

sao igualmente importantes na caracterizacdo da flora mundial.

Nos subcapitulos seguintes serdo abordados com maior detalhe o processo de

sintese destes compostos e a sua relevancia na coloracdo das plantas.
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4.1. Clorofilas

As clorofilas sdo os pigmentos naturais presentes nos cloroplastos das folhas e noutros
tecidos vegetais (Von Elbe, 2000). No século XIX, Pelletier e Caventou (1818),
propuseram o nome “clorofila” para caracterizar a substancia verde extraida das folhas
das plantas. A fotossintese € o processo pelo qual o vegetal transforma a energia
luminosa em energia quimica e é dependente dos pigmentos, moléculas orgénicas que
captam a luz. De acordo com Silva et al. (2013), os pigmentos fotossintéticos que se
encontram nas plantas séo as clorofilas a e b, de cor verde intensa e verde- amarelada,
respetivamente, e os carotenoides que incluem os carotenos, de cor laranja, e as
xantofilas, com cor amarela. As clorofilas localizam-se nos cloroplastos, sendo neste
organelo onde ocorre a fotossintese, isto é, onde acontecem as duas reagdes importantes:
a fotoquimica, nas membranas dos tilacGides e a bioquimica, no estroma do cloroplasto.
Estes organelos também contém outros pigmentos chamados acessorios, como 0s

carotenoides (carotenos e xantofilas) (Streit et al., 2005).

A clorofila é uma estrutura macrociclica assimétrica totalmente insaturada, constituida
por quatro anéis pirrol. Estes anéis numeram-se de 1 a 4 ou de “a” a “d”, de acordo com
0 sistema de numeracdo de Fisher (Schoefs, 2002). De uma maneira geral, todas as
clorofilas sdo formadas por complexos derivados da porfirina, tendo como atomo
central o magnésio (Mg) (Figura 4). As clorofilas a e b encontram-se na natureza numa
propor¢do de 3:1, respetivamente, e diferem nos substituintes do carbono C-3. Na
clorofila a, o anel de porfirina contém um grupo metilo (-CH3) no C-3, enquanto a
clorofila b contém um grupo aldeido (-CHO) nessa posicdo. A estabilidade da clorofila
b deve-se ao efeito atraidor de eletrbes de seu grupo aldeido no C-3 (Von Elbe, 2000). A
clorofila b é sintetizada a partir da oxidagdo do grupo metilo da clorofila a a grupo
aldeido. A clorofila b pode ser convertida em clorofila a através de uma enzima
chamada clorofila a oxigenase, que catalisa a conversdao do grupo metilo em grupo
aldeido (Xu et al., 2001). A clorofila a é o pigmento utilizado no primeiro passo do
processo fotossintético, a fotoquimica, enquanto que os restantes pigmentos auxiliam na
absorcéo de luz e na transferéncia da energia radiante para os locais reativos, sendo
designados de pigmentos acessorios. Ainda segundo Xu et al. (2001), a presenga e a

abundancia dos pigmentos fotossintéticos variam de acordo com a espécie vegetal.
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Os principais pigmentos acessorios incluem outros tipos de clorofilas, tais como a
clorofila b, presente em vegetais superiores, algas verdes e algumas bactérias; a clorofila
¢, em feofitas e diatoméceas; e a clorofila d em algas vermelhas (Taiz e Zieger, 2004).

Clorofila a @ = ———CH,
o
Clorofila b (&) - P

Figura 4. Estrutura quimica das clorofilas a e b (Adaptado do site
http://reasonandscience.heavenforum.org/t1546-the-biosynthesis-pathway-of-

chlorophyll-essential-for-advanced-life-is-irreducible-complex).

Vale ressaltar que todos os tipos de clorofilas sdo verdes, mas existem variacdes nas
suas estruturas que fazem com que o espectro de absorcéo seja um pouco diferente se
comparadas umas com as outras. Isso permite que as clorofilas se completem para
aumentarem o alcance de absorc¢do do espetro do visivel.
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A nivel do processo biolégico, a biossintese das clorofilas é complexa, incluindo 17
reacfes quimicas altamente especificas, das quais as oito Ultimas sdo catalisadas por

enzimas especificas desta via metabolica (Figura 5).
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Figura 5. Representagdo da via metabdlica da sintese de clorofila a (Adaptado do site
http://reasonandscience.heavenforum.org/t1546-the-biosynthesis-pathway-of-

chlorophyll-essential-for-advanced-life-is-irreducible-complex).
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Embora seja do conhecimento geral que as clorofilas predominantes sejamaaeab, é
importante referir que a clorofila b se converte em clorofila a pela a¢éo catalitica da
clorofila a oxigenase, a qual catalisa a conversdo do grupo metilo em grupo aldeido (Xu
etal., 2001)

O fitol € um alcool isoprenoide monoinsaturado constituido por 20 carbonos. O grupo
fitol é responsavel pela caracteristica lipossoltvel das clorofilas. A perda do grupo fitol
influencia a acdo catalitica da enzima clorofilase, bem como as condicfes de acidez do
meio. De facto, apos sintese das clorofilas, estas podem alterar-se quimicamente por
diversos fatores, como por exemplo, pela acdo térmica, em que 0 magnesio se torna
facilmente substituido pelo catido hidrogénio, formando feofitinas, compostos de cor
verde escura e pouco atrativos nas plantas. Apesar dos tecidos vegetais serem acidos, as
clorofilas sdo bastante estaveis, dado estarem ligadas a macromoléculas (proteinas e
lipidos), conferindo uma funcédo protetora a planta. Por outro lado, 0 magnésio também
influéncia o tamanho do cromoforo. Assim, quando ocorre a perda do mesmo, a cor da
planta modifica. Por sua vez, os iGes magnésio presentes nestes pigmentos sdo
facilmente substituidos por metais divalentes, formando complexos com cobre que
apresentam cor verde brilhante, o que faz com que plantas sejam mais apelativas.
Segundo Barroso (1998), os feoforbideo a e a feofitina a sdo dois produtos da
degradacéo da clorofila a, podendo interferir na quantificacdo desta ultima, uma vez que
absorvem luz e fluorescem na mesma regido do espectro, estando diretamente
relacionados com a concentracdo de clorofila a presente nas plantas. A degradacdo
oxidativa dos lipidos, vitaminas, proteinas e pigmentos naturais resulta na perda das
tonalidades caracteristicas da planta, incidindo nas clorofilas (Egea et al., 2010;
Pathirana et al., 2013). Assim, as clorofilas sdo degradadas a produtos incolores,
expondo, dessa forma, outros pigmentos, nomeadamente os carotenoides. A senescéncia
tem sido definida como um processo regulado geneticamente, o qual leva a morte de
células, 6rgdos ou de todos os organismos. Em plantas, a senescéncia é acompanhada
por mudancas morfoldgicas e/ou alteracbes nas propriedades bioquimicas e biofisicas
do metabolismo. A senescéncia nas folhas, em particular, pode envolver a degradacdo
de proteinas, clorofilas, acidos nucleicos e membranas, seguida pelo transporte de
alguns dos produtos de degradacéo para outros tecidos da planta. Em frutas e legumes, a
perda das clorofilas estd associada a mudancas estruturais que libertam &cidos e enzimas

degradativas dos vegetais (como a celulase) (Ayala-Zavala et al., 2011). Varios estudos
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relataram uma perda de cerca de 95% de clorofila a durante a senescéncia de folhas,
sendo os carotenoides 0s seus substitutos sucessores (Alkema e Seager, 1982; Guedes et
al., 2011).

4.1.1. Propriedades biologicas das clorofilas

Os pigmentos naturais estdo relacionados com atividades bioldgicas importantes. Os
seus efeitos benéficos relativos a promocao da saude estdo associados as suas atividades
antioxidantes, a prevencgdo de processos oxidativos (stresse oxidativo), aos efeitos anti-
inflamatdrios e a prevencdo das doencas cronicas nao transmissiveis (Chew e Park,
2004).

Segundo a Organizacdo cientifica NRC (Conselho Nacional de Pesquisa) ja foram
identificadas mais de 12000 substéncias naturais presentes nas plantas, incluindo-se
aqui alimentos vegetais, com atividade bioldégica comprovada, nomeadamente,
antibidtica, hormonal, antioxidante, quimiopreventiva e imunoldgica (National
Research Council,1996).

Estudos relacionados com as atividades antioxidantes e quimiopreventivas das clorofilas
foram impulsionados na década de 80. Sato et al. (1986) e Sakata et al. (1990)
confirmaram atividade antioxidante da clorofila e dos derivados da clorofilina cuprica.
A clorofilina clprica é um derivado sintético da clorofila, comumente utilizado em
alguns paises como aditivo alimentar, conferindo coloracéo verde aos produtos. Mais
recentemente, Ferruzzi et al. (2001, 2002) estudaram a capacidade absortiva destes
pigmentos em células intestinais humanas da linhagem Caco-2 e comprovaram que 0
teor de clorofilina cuprica nas células intestinais humanas Caco-2 aumentava, sugerindo
haver transporte ativo e passivo através dessas células. Também alguns estudos
atribuem atividade antineoplasica a clorofila e ao seu derivado sintético, a clorofilina
cuprica (Chenormorsky et al., 1999; Dashwood, 1997; Odin, 1997).

Segundo Lanfer-Marquez (2003), o fitol, integrante da molécula de clorofila, assume
efeitos bioldgicos importantes, tais como atividade termogénica em mamiferos e

atividade inibidora sobre efeitos teratogénicos do retinol.
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4.2. Polifenois

O termo “polifenodis” foi introduzido ha algumas décadas, visando a substituicdo do
termo “taninos vegetais”, o qual incluia os compostos fenolicos hidrossoliiveis com
peso molecular relativamente pequeno (JinDai e Mumper, 2010). Assim, o termo
polifendis usa-se atualmente para designar compostos que vao desde simples acidos

fendlicos a taninos condensados altamente polimerizados (White et al., 2010).

Esta classe de fitoquimicos, comumente designados como compostos fendlicos,
encontra-se amplamente difundida no reino vegetal, distribuida por toda a planta de
forma heterogénea (Lin et al., 2016). Estes compostos sdo metabolitos secundarios
vegetais produzidos pelo acido chiquimico e pela via das pentoses fosfato (Randhir et
al., 2004), quimicamente caracterizados pela presenca de pelo menos um anel benzénico

ligado a um ou mais grupos hidréxilo (Figura 6).
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Figura 6. Compostos fenolicos comuns presentes nas plantas (Adaptado de Velderrain-
Rodriguez et al., 2014)
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Na sintese dos compostos fendlicos, a primeira etapa inicia-se com a glicose e com a via
da pentose fosfato, ocorrendo a transformacdo irreversivel da glucose-6-fosfato em
ribulose-5-fosfato pela enzima glucose-6-fosfato desidrogenase. Por um lado, a
conversdo em ribulose-5-fosfato produz fosfato de dinucledtido de nicotinamida e
adenina (NADPH) e, por outro, a via das pentoses fosfato, juntamente com o
fosfoenolpiruvato sintetizado pela glicolise, origina eritrose-4-fosfato, composto
precursor dos compostos fendlicos, através da via fenilpropanoide. Este composto é,

entdo, canalizado para a via do &cido chiquimico para produzir fenilalanina (Figura 7).

Cytosol
| Pentose Phosphate Pathway| [ Glycolysis |
Glucose —
Glucose Glucose-6-P
NAD
G-6-P Dehydrogenase
NADP
6-Phosphoglucono- Fructose-6-P
lactone
NAD G-phosphogluconoiactone
3 aehydrogenase
NADPH
Ribulose-3-P
Ribose-5-P
Ervthrose-4-P Phosphoenol
pyruvate
[ Shikimate Pathway] T
l Perivate
3-dioxyarabino heptulosonate
Shikimate
Chorismate

[Tyr| [[Phe] [Try]

Cinnamate

[Phenolic ] Lignin

Phenylpropanoid Pathway

Figura 7. Biossintese de compostos fendlicos pelas vias das pentoses fosfato,

chiquimato e fenilpropanoide (Adaptado de Lin et al., 2010).
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Os fenolicos sdo os metabolitos secundarios mais relevantes encontrados nas plantas, e
a sua distribuicdo é feita aleatoriamente através do processo metabolico acima
representado. Estas substéncias fendlicas, ou polifendis, conttm numerosas variedades
de compostos incluindo os acidos fendlicos, flavonoides simples, flavonoides
complexos e antocianinas coloridas (Babbar et al., 2014). Estes compostos estdo
geralmente relacionados com as respostas de defesa da planta. Contudo, estes
metabolitos secundarios desempenham um papel importante noutros processos, como
por exemplo, na ajuda da polinizacdo, como agentes de coloracdo para camuflagem e de
defesa contra herbivoros e no exercicio de atividades antibacterianas e antifingicas
contra predadores naturais (Acamovic e Brooker, 2005; Alasalvar et al., 2001; Edreva et
al., 2008; Velderrain-Rodriguez et al., 2014).

De todos os compostos fendlicos, os flavonoides sdo os que apresentam maior
expressao na pigmentacdo das plantas. Quimicamente sdo compostos que possuem uma
estrutura geral com 15 carbonos e dois anéis aromaticos (Figura 8), 0s quais estdo
divididos em classes dependendo do estado de oxidacdo do anel pirano central. Até ao
ano de 2008, foram identificadas mais de 8000 variedades de flavonoides (Tapas et al.,
2008). Deve-se a estas substancias a maior parte das cores vermelha, azul e violeta das

plantas, para além da coloragdo branca e amarela (Campos et al., 2005).

Figura 8. Estrutura geral dos flavonoides (flavilium) (http://www.infoescola.com/wp-

content/uploads/2010/10/flavonoide.jpg).

Os pigmentos mais comuns desta classe de compostos existentes nos vegetais sao 0s
que apresentam uma estrutura da fenilbenzopirona, concretamente as flavonas e os

flavondis, dos quais ja foram identificados aproximadamente 300 compostos. A

22



Estudo das Vias Metabdlicas das Plantas na Sintese de Pigmentos Naturais

biossintese destes polifendis da-se via acido chiquimato, um importante intermediario
na biossintese de compostos arométicas em plantas, dando origem ao &cido cindmico e
seus derivados. A condensacdo de um dos derivados do &cido cindmico com trés
unidades de malonil-CoA origina um composto com 15 atomos de carbonos, que

constitui o precursor inicial de todas as classes de flavonoides (Figura 9) (Dewik, 2010).
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Figura 9. Biossintese dos flavonoides (Adaptado de Araujo, 2009).

A classificacdo do tipo de flavonoide presente em determinado extrato de planta baseia-
se nas suas propriedades de solubilidade e reagdes de coloracdo. As duas classes de
flavonoides consideradas como mais importantes sdo os flavondis e as antocianidinas
(Dewik, 2010).
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As antocianidinas apresentam como estrutura fundamental o catido flavilico (2-
fenilbenzopirilium) (Figura 10A). Na Figura 10B apresenta-se um exemplo da estrutura
quimica de antocianidina, conhecida como cianidina. Os pigmentos geralmente
encontram-se na forma de antocianinas, que derivam das antocianidinas. As
antocianidinas ndo possuem grupos glicosideos e a maioria apresenta grupos hidroxilos

nas posicdes 3, 5 e 7 (Dewik, 2010).
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Figura 10. Estrutura do catido flavilico (A) e da estrutura da antocianidina (B) (Dewik,
2010).

O termo “antocianina” deriva do grego (anthos = flores; kianos = azul), proposto por
Marquart em 1853 para designar os pigmentos azuis das flores. Posteriormente,
verificou-se que a cor azul e outras cores observadas em flores, frutos, folhas, caules e
raizes deviam-se aos pigmentos quimicamente similares aos que deram origem ao “flor
azul”. Contrariamente aos outros flavonoides, as antocianinas sao capazes de absorver a
luz na regido do espectro visivel, conferindo uma infinidade de cores, entre o laranja,
vermelho, parpura e azul, dependendo do pH do meio em que se encontram. De modo
geral, em meio extremamente acido (pH entre 1-2), as antocianinas apresentam
coloracdo intensamente avermelhada devido ao predominio da forma catido flavilico
(AH™). Com 0 aumento do pH, as antocianinas perdem a cor, tornando-se praticamente
incolores a pH aproximadamente 6, devido a presenca predominante da espécie
pseudobasecarbinol. Para valores de pH superiores a 6, quer a estrutura
pseudobasecarbinol, quer a anidrobase quinoidal (A) podem formar a espécie cis-
chalcona (CC) por rutura do anel heterociclico, o que, dependendo do tipo de

antocianina, pode tornar a reacdo irreversivel. A formacgdo da cis-chalcona a partir da
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anidrobase quinoidal pode ocorrer por dois caminhos diferentes: de forma direta, por
aumento brusco de pH, ou com a formacdo das espécies anidrobase ionizadas (A,
possivelmente resultante do aumento gradual de base entre os valores de pH 6,5 e 9.
Quando da ionizacdo das antocianinas, formam-se estruturas de anidrobases que
apresentam cor azul. Em meio extremamente alcalino, observa-se o equilibrio entre
formas ionizadas de chalconas cis e trans, apresentando coloracdo amarelada (Margo e
Poppi, 2008) (Figura 11).
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Figura 11. Possiveis transformaces estruturais das antocianinas em funcao do pH
(Margo e Poppi, 2008).

Assim, a biossintese destes compostos é fundamental para garantir a heterogeneidade de

coloragdes existentes no ecossistema.
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4.2.1. Beneficios dos polifendis

Os polifendis desempenham um papel muito importante em diversos mecanismos
relacionados com a defesa das plantas. O seu espectro de acdo estende-se a bactérias e
fungos, inibindo o seu crescimento, a animais herbivoros, diminuindo a digestibilidade
das forragens e ainda a protecdo das plantas das radiacdes solares (Lin et al., 2010;
Moussa-Ayoub et al., 2011). No entanto, nos Gltimos anos estes compostos tém
despertado maior interesse pela comunidade cientifica devido aos seus efeitos
benéficos, nomeadamente para a satde do ser humano. Para além de serem compostos
antioxidantes, podem apresentar propriedades anticarcinogénicas

e anti-mutagénicas (Makhafola et al., 2016).

Os é&cidos fenolicos tém sido descritos como supressores da formacdo e
desenvolvimento de varias neoplasias, nomeadamente, da pele, dos pulmdes, do figado,
do es6fago e do estdmago (Moussa-Ayoub et al., 2011). Muitos estudos tém
evidenciado os beneficios dos compostos fenolicos, reportando-os como agentes anti-
inflamatdrios, antioxidantes, antiproliferativos e anti-envelhecimento (Moo-Huchin et
al., 2015; Sales et al., 2012; Shukitt-Hale et al., 2008). Segundo Lin et al. (2016), estes
compostos ajudam na prevencdo do desenvolvimento da diabetes e, a longo prazo,
neuropatias, nefropatias e retinopatias.

Muitos estudos tém associado o aumento do consumo de frutas e vegetais, ricos em
compostos fenolicos, com a reducdo do risco de doencas cardiovasculares (Helenoa et
al., 2015; Kar et al., 2009; No6thlings et al., 2008). Além disso, 0s compostos fendlicos
encontrados em plantas, vegetais, frutas e bagas, ajudam na diminui¢do do risco de
sindrome metabolica e de complicagdes relevantes inerentes a diabetes tipo I
(Dembinska-Kiec et al., 2008). Estes efeitos sdo atribuidos, em geral, a potencial
capacidade dos compostos fendlicos em reduzir, neutralizar ou reparar 0s danos
celulares resultantes do stresse oxidativo e do processo inflamatério decorrentes das

doencas cronicas supracitadas.
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4.3. Betalainas

As betalainas sempre receberam menor atencdo do que as outras classes de pigmentos
naturais, devido a sua restrita ocorréncia no reino vegetal. Encontram-se na maioria das
familias da ordem Caryophyllales, exceto nas familias Caryophyllaceae e
Molluginaceae, e em alguns géneros de fungos Basidiomicetos (Gongalves et al., 2015;
Sakuta, 2013). Entretanto, devido a descoberta recente da sua atividade antioxidante,
fluorescéncia e consequentes propriedades bioldgicas, as betalainas tém sido alvo de

maior interesse por parte da comunidade cientifica (Gongalves et al., 2012).

A nivel da sua caracterizacdo quimica, as betalainas sdo consideradas alcaloides
azotados, de natureza hidrossoltvel, habitualmente localizados nos vacutolos das plantas
(Gongalves et al., 2015). Estes compostos resultam do acoplamento de um croméforo, o
acido betalamico (Figura 12), com aminoacidos/aminas (betaxantinas amarelas) ou

derivados de ciclo-Dopa (betacianinas vermelho-violeta) (Figura 13).

Figura 12. Estrutura quimica do &cido betalamico (Adaptado de Gongalves et al.,
2015).
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Figura 13. Estruturas quimicas das betalainas. A) betacianinas e B) betaxantinas
(Adaptado de Gongalves et al., 2015).

Tal como os flavonoides, também estes compostos sdo pigmentos naturais, cujas cores
sdo muito idénticas as produzidas pelas antocianidinas, podendo pigmentar as plantas de
amarelo e vermelho. Tal facto permite que esta classe de compostos possa ser usada
como aditivos alimentares e corantes em cosméticos e produtos farmacéuticos, mais
concretamente, a betanina de tonalidade vermelha (E162) (Esatbeyoglu et al., 2015). De
todos os compostos que se inserem nesta classe de metabolitos secundarios, a
indicaxantina e a betanina sdo as mais conhecidas nestes dois grupos (Azeredo et al.,
2009). Devido a possiveis glicosilacdes e acilacBes, as betalainas exibem uma grande
diversidade estrutural, sendo que a betanina (betanidina-5-O-p-glucésido) é a
betacianina mais comum presente no reino vegetal. No entanto, até a data, ja foram
descritos cerca de 50 tipos de betacianinas (vermelhas) e 20 tipos de betaxantinas
(amarelas). As beterrabas contém ambos os pigmentos, cerca de 75-95% de betacianina

(betanina) e aproximadamente 95% de betaxantina (vulgaxantina I) (Terci, 2004).

A nivel da sua sintese metabdlica, as betalainas sdo metabolitos secundarios derivados
do aminoacido L-tirosina. Os estudos com moléculas marcadas radioativamente

demonstraram que a sua incorporacdo nas unidades estruturais permitiram prever a
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possivel via biossintética das mesmas. A Figura 14 apresenta um esquema completo
para a biossintese de betalainas (Gandia-Herrero e Garcia-Carmona, 2013).
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Figura 14. Esquema completo da via biossintética das betalainas, com todas as reagoes
descritas na bibliografia até 0 momento. AA - acido ascérbico; Cit P450 - citocromo
P450; DAA - acido dehidroascorbico (Adaptado de Gandia-Herrero e Garcia-Carmona,
2013).
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O facto destes pigmentos naturais serem tdo restritos a determinadas espécies vegetais
condiciona o desenvolvimento de outros pigmentos naturais nas mesmas. De facto, a
existéncia de betalainas numa determinada planta, elimina a possibilidade da presenca
de compostos antocianicos na mesma (Sakuta, 2013). Até a data, ndo existe muita
informacdo sobre a sintese das betalainas, nem tdo pouco sobre a razdo pela qual estes
compostos nunca existem em simultineo com as antocianinas. Porém, segundo
Brockington et al. (2011), existe a hipOtese da via regulatdria ser comum e das

antocianinas atuarem como inibidoras da biossintese de betalainas e vice-versa.

Sabe-se também que as betalainas apresentam grande estabilidade quimica em solucdes
de pH 4 a 5 e sdo razoavelmente estaveis em pH 5 a 7, apresentando instabilidade
quimica a luz e ao ar, sendo também afetadas pela presenca de agua (Dias et al., 2003).
Por esses motivos, a instabilidade da cor das betalainas representa um obstaculo para o
seu uso industrial. H& autores que defendem que as cores predominantes das plantas
resultam de classes de pigmentos do tipo clorofilas, carotenoides e flavonoides, nao
dando particular énfase a contribuicdo de outros pigmentos oriundos das betalainas e
das melaninas (Schiozer e Barata, 2007). No entanto, as betalinas sdo os pigmentos
responsaveis pela pigmentacdo vermelho-escura da beterraba (Beta vulgaris) e do

vermelho-rubro da flor Amaranthus (Herbach et al., 2006).

4.3.1. Propriedades funcionais das betalainas

As betalainas possuem estabilidade quimica e varios estudos referenciam-nas como
compostos antioxidantes associados a protecdo contra doencas degenerativas (Alimia et
al., 2011; Moussa-Ayoub et al.,, 2011). Por outro lado, alguns estudos sobre
biodisponibilidade sugerem que as betalainas (betanina e indicaxantia) protegem o
organismo humano contra as modificacBes oxidativas das lipoproteinas de baixa
densidade (LDL). Outros autores avaliaram as concentra¢des de vitamina E, -caroteno
e betalainas incorporadas nas particulas de LDL apds a ingestao de 500 g da fruta cactus
pear (Opuntia ficus-indica) em oito voluntarios saudaveis, verificando que apds a
ingestdo, as concentracGes de vitamina E ¢ de B-caroteno na particula de LDL nédo
modificaram significativamente, contudo, a concentracdo de betalainas era maior nas
particulas de LDL, tornando-se mais resistente ao stress oxidativo (Tesoriere et al.
2004).
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Também foi sugerida a atividade antineoplésica para estes compostos, pois segundo
Lila (2004) a beterraba vermelha, principal fonte de betalainas, ndo apresenta
hepatotoxicidade ou mutagenicidade e as raizes da mesma apresentam um efeito
inibitério no desenvolvimento do cancro da pele e dos pulmdes. Outro estudo realizado
por Stintzing e Carle (2004), relacionou a estrutura de varias betaxantinas e betacianinas
com a atividade sobre radicais livres, verificando uma relagdo positiva entre o efeito
antioxidante e a estrutura quimica das betalainas. Enquanto as betaxantinas, com maior
numero de grupos hidréxilo e imino, favorecem a eliminacdo de radicais livres, a
acilacdo das betacianinas aumenta o potencial antioxidante. Outras propriedades

funcionais das betalainas incluem atividades antivirais e antimicrobianas (Lila, 2004).

Apesar das atividades bioldgicas reconhecidas, mais estudos sdo sugeridos, uma vez que
a nivel de saude publica, ainda ndo foram atribuidos valores seguros para a dose a
ingerir destes compostos, ndo existindo legislacdo acerca do assunto (Downham e
Collins, 2000).

4.4. Carotenoides

Como ja foi referido anteriormente, as cores predominantes das plantas devem-se
essencialmente a algumas classes de pigmentos naturais sintetizados pelas plantas,

sendo as mais representativas as clorofilas, flavonoides e carotenoides.

Os carotenoides tém sido frequentemente utilizados como corantes naturais, tanto na
industria alimentar, como na industria farmacéutica. Sdo conhecidos pela sua cor e pelas
suas propriedades bioldgicas, nomeadamente antioxidante, e por serem precursores da
vitamina A ou retinol (Paiva e Russel, 1999). Das varias classes de pigmentos na
natureza, os carotenoides estdo entre 0os mais importantes, especialmente devido as suas

variadas funcoes.

Quimicamente, estes compostos sdo pigmentos lipossolGveis encontrados
principalmente em plantas, frutas, flores, algas e bactérias fotossintéticas, podendo
igualmente ocorrer em algumas bactérias nao-fotossintéticas, leveduras e bolores (Rao e
Rao, 2007).
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Os carotenoides sdo uma familia de compostos pigmentados sintetizados por plantas e
microrganismos, mas ndo por animais. A nivel do metabolismo vegetal, estes
compostos contribuem para o processo da fotossintese e protecao contra a radiagao solar
(Schiozer e Barata, 2007).

Até a data, ja foram identificados na natureza cerca de 600 carotenoides. No entanto,
apenas 40 desses compostos integram os alimentos comumente utilizados na
alimentacéo e, dentro destes, aproximadamente 20 carotenoides, incluindo o a-caroteno,
0 B-caroteno, a luteina e a criptoxantina, foram detetados no sangue e em tecidos
humanos (Darvin et al., 2011; Gerster, 1997; Zastrow et al., 2009).

A estrutura quimica bésica aciclica dos carotenoides, apresentada na Figura 15,
apresenta 40 carbonos (C40), podendo, no entanto, ser modificada por hidrogenacéo,

desidrogenacdo, ciclizacdo ou oxidacao.
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Figura 15. Estruturas genéricas dos carotenoides (Retirado de

http://insumos.com.br/aditivos_e_ingredientes/materias/198.pdf).
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Os carotenoides, cuja estrutura apresenta apenas atomos de carbono e hidrogénio, séo
chamados carotenos e o0s carotenoides oxidados designam-se por xantofilas. Estas
ultimas apresentam grupos substituintes com oxigénio, como o grupo hidroxilo, o grupo

cetdnico e o grupo epoxido (Morais, 2006).

Os carotenoides podem ser de cadeia linear, como o licopeno, ou de cadeia ciclica numa
das extremidade (y-caroteno, citranaxantina) ou em ambas as extremidades ([3-caroteno,
B-criptoxantina, luteina). Sempre que as estruturas do anel terminal estdo presentes,
podem formar grupos OH ou C=0, dando origem a hidroxi e ceto carotenoides,
respetivamente. Devido & elevada insaturacéo, fatores como o calor, a luz e os acidos
favorecem a isomerizagdo dos carotenoides trans (forma mais estvel na natureza) para
a forma cis, originando uma pequena perda de cor e atividade pré-vitaminica (Morais,
2006).

A nivel da biossintese destes compostos, poder-se-a dizer que os carotenoides sao
compostos tetraterpénicos e a sua biossintese apresenta um padréo idéntico a todos os
terpenoides. De uma forma geral, o primeiro precursor especifico na biossintese dos
terpenoides é o &cido mevalonico constituido por 6 carbonos (C6) que, apds uma série
de reacgdes, forma geranil difosfato (C10), farnesil difosfato (C15) e geranil-geranil
difosfato (C20). A dimerizagdo de duas moléculas de geranil-geranil difosfato resulta na
sintese do fitoeno, primeiro composto com quarenta carbonos (C40), desprovido de cor.
De seguida seguem-se uma série de insaturacGes a partir do fitoeno para formar
fitoflueno, (-caroteno, neurosporeno e, finalmente, o licopeno, conforme Figura 16
(Valduga et al., 2009).
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Figura 16. Estagios intermediarios da biossintese de carotenoides (Retirado de Valduga
et al., 2009).

A ciclizacdo dos carotenos pode ocorrer a partir do neurosporeno ou do licopeno
(Figura 17). O neurosporeno sofre ciclizagdo numa das extremidades, formando o anel
-ionona para formar o f-zeacaroteno ou o anel o do a-caroteno. Estes dois carotenos
sdo transformados em y-caroteno e d-caroteno, respetivamente, através da introducéo de
uma dupla ligacao, estendendo a cadeia de liga¢cdes duplas conjugadas. O licopeno pode
também ser ciclizado numa das extremidades, originando o y-caroteno e o d—caroteno.
Os carotenos sdo a classe que tem maior expressdo na cor das plantas, devido a serem
cristais de tonalidade vermelha, apolares e solliveis em solventes organicos apolares. O
o-caroteno possui dois anéis -ionona, enquanto o y-caroteno apenas possui um anel 3-
ionona (Valduga et al., 2009).

Estes carotenos monociclicos sofrem cicliza¢do na outra extremidade, resultando em f3-

caroteno e a-caroteno, respetivamente (Goodwin, 1981).
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Figura 17. Ciclizacao dos carotenos aciclicos insaturados (Retirado de Valduga et al.,
2009).

Apos a formacdo dos carotenos ciclicos, ocorre a introducdo de grupos substituintes,
como o grupo hidroxilo, produzindo-se as xantofilas a partir do a-caroteno e 3-caroteno
(Figuras 18 e 19) (Olivier e Palou, 2000).

Os principais derivados da degradacdo de carotenoides sdo 0s epoxicarotenoides,
apocarotenoides e compostos volateis que, apesar de terem uma atividade pro-vitamina
A muito reduzida, ainda podem ser aproveitados como corantes alimentares, no caso de
alguns apocarotenoides, ou como aromatizantes naturais, no caso dos compostos

volateis (Uenojo et al., 2007).
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4.4.1. Propriedades bioldgicas dos carotenoides

Os carotenoide sdo substancias bioativas com efeitos benéficos para a saude humana,
sendo a atividade pro-vitamina A a mais conhecida (Gazzoni, 2011). A vitamina A é um
nutriente e essencial para o nosso metabolismo, participando no metabolismo da viséo,
no crescimento e diferenciacdo dos tecidos, na funcdo imunoldgica, na reproducéo e no

desenvolvimento embrionario (Mezzomo e Ferreira, 2016).

Os compostos com funcdo de pro-vitaminica A tém um papel fundamental na
manutencdo, crescimento e diferenciacdo epitelial. O B-caroteno é considerado um
protetor solar e 0 consumo de suplementos orais deste composto pode ser benéfico
aquando da exposicdo prolongada ao sol (Alemzadeh e Feehan, 2004; Kelly et al.,
2007). Outro carotenoide com funcdo fotoprotetora é o licopeno que, quando
administrado a individuos saudaveis a partir de diferentes fontes (tomate, cenoura e
capsulas de licopeno contendo B-caroteno), aumenta a protecdo da pele contra 0s raios
UV e previne o eritema (Stahl et al., 2005).

Os carotenoides também apresentam acdo antioxidante. Sendo estes compostos
hidrofobicos, espera-se que a sua acdo antioxidante ocorra em ambiente lipofilico, como
nas membranas celulares ou lipoproteinas. As reacGes antioxidantes nas membranas
podem ocorrer tanto na presenca de carotenoides apolares (carotenos), como polares
(xantofilas). A capacidade antioxidante destas duas classes de carotenoides depende da
sua localizagdo na membrana. Assim, 0 B-caroteno e licopeno sdo capazes de sequestrar
0s ROS (Radicais livres de oxigénio) na porcao hidrofdbica; ja as xantofilas sdo mais
eficientes na regido polar, hidrofilica (Tapiero et al., 2004). A eficacia dos carotenoides
como antioxidantes esta relacionada com o nimero de ligacdes duplas da sua estrutura,
sendo o licopeno o mais eficiente. A capacidade antioxidante dos carotenoides apresenta
um papel fundamental na prevengdo de doencgas associadas ao stress oxidativo, tais

como cancro, cataratas, arteriosclerose e envelhecimento precoce (Jaswir et al., 2011).

Os estudos referem algumas associacfes entre 0s carotenoides e a prevencdo de
doencas, nomeadamente, algumas doengas cronicas ndo transmissiveis associadas ao

sistema imune e alguns tipos de cancro. Assim, a acao protetora dos carotenoides pode
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estar relacionada com atividades imunomoduladoras, em que estes compostos estdo
envolvidos na atividade das imunoglobulinas e da linfoblastogénese, na produgdo de
citocinas e ainda na atividade citotdxica de linfdcitos (Chew e Park, 2004).

A degeneracdo macular, uma doenca mais frequente em individuos com mais de 65
anos e que pode resultar em cegueira irreversivel, apresenta multiplos fatores de risco,
entre eles, o stress oxidativo. Para prevenir danos oxidativos iniciados pela luz, o
pigmento macular (luteina e zeaxantina) pode proteger a retina da degeneragdo
relacionada com a idade. Teoricamente, quanto mais densa a macula, menor o risco da
sua degeneracdo (Leung, 2008). As concentracBes plasmaticas reduzidas de luteina e
zeaxantina ou a sua ingestdo insuficiente estdo relacionadas com a menor densidade da
macula ocular, 0o que aumenta o risco do desenvolvimento da degeneracdo macular.
Neste sentido, os estudos em humanos sugerem que a ingestdo de carotenoides pode
aumentar a quantidade de luteina e zeaxantina na retina e, consequentemente, a protecdo

contra a degeneracdo macular (Leung, 2008).
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Conclusodes

Existem diversos estudos que atestam a importancia da populacdo ingerir alimentos que
contenham compostos bioativos, num contexto de alimentacdo saudavel. O consumo
regular de frutas e legumes diminui o risco de determinadas patologias, tais como o
cancro, as doencas cardiovasculares, as doencas vasculares aterotrombdticas, as
cataratas e outros distarbios funcionais. Neste ambito, pretendeu-se reunir nesta
dissertacdo evidéncias cientificas relativas as propriedades bioativas dos pigmentos
naturais, tais como clorofilas, carotenos, flavonoides e betalainas, responsaveis pela cor
de frutas e legumes, dando énfase ao estudo das vias metabdlicas relativas a sua

biossintese.

Estas evidéncias cientificas sdo decorrentes de estudos realizados in vitro, pelo que sera
necessario confirmar os efeitos fisioldgicos e farmacoldgicos dos pigmentos naturais no
organismo humano, devendo-se estudar os fatores que influenciam a sua
biodisponibilidade, absorcdo e distribuicdo nos tecidos e Orgdos, assim como as
transformacdes estruturais que podem sofrer, decorrentes de alteragdes de pH, entre

outros.

A abrangente acdo dos metabolitos secundarios dos vegetais, responsaveis pela acao
pigmentante, leva & necessidade de conhecer melhor estes compostos, de modo a
compreender o seu modo de acado. Isto pode levar a inimeras possibilidades de estudos
que permitam solucionar problemas atuais, mediante as caracteristicas nutracéuticas
destes pigmentos naturais, que também apresentam importantes vantagens para a

indUstria farmacéutica e cosmética.
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