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RESUMO

Embora muitas plantas tenham seu valor medicinal reconhecido, que estd em constante
comprovacdo cientifica, a cultura popular colabora com o uso indiscriminado de plantas
medicinais no contexto da automedicacdo, exigindo o estudo de seus constituintes, o
mecanismo de a¢do terapéutica e a identificacdo de principios ativos responsaveis pelas diversas
atividades bioldgicas relatadas pela populagcdo (FORD et al., 2014). Neste contexto temos a
familia Capparidaceae cujas espécies tém amplas propriedades terapéuticas. No nosso estudo,
destacamos a C. tapia, que diferente das outras espécies da familia Capparaceae, obtivemos o
processo de extracdo de pectina a partir das folhas, o que ainda ndo havia tido relatos na
literatura de seus efeitos terapéuticos divulgados a comunidade Cientifica. Crataeva tapia €
uma espécie arborea encontrada no semiarido brasileiro, na vegetacdo da Caatinga em areas de
rochas cristalinas, em areas sedimentares e em matas ciliares. Pertence a Ordem Brassicales,
Familia Capparaceae (LORENZI, 2008; APG I11, 2009; MORO, 2014). Objetivo: Este estudo
visou isolar a pectina das folhas de Crataeva tapia, ainda ndo relatada na literatura e avaliou
seu perfil antioxidante, citotoxico e imunomodulador. Metodologia: A pectina das folhas da
Crataeva tapia, foi extraida em trés etapas, solvente organico seguido de agua acidificada e
precipitacdo em etanol. Com a pectina obtida, foram realizadas analises composicionais e
espectroscopicas (ATR / FTIR e 1H NMR), foram realizadas entdo as atividades antioxidantes
(DPPH, ABTS, TAA e NO), além de avaliadas in vitro as atividades citotoxicas,
imunomoduladora e imunofenotipagem (analise por citometria de fluxo) em cultura de PBMC.
Resultados: as analises fisicas e quimicas mostraram sinais caracteristicos de pectina de baixo
teor de acido galacturénico (37 + 1,0%) e conteudo de cinzas (1,5 + 0,0%) e umidade (6,75 +
0,1). Os testes de atividade antioxidante mostraram que a pectina apresentou capacidade
moderada para o Testes ABTS, DPPH, TAA e NO, 41,16 + 0,30, 25,9+ 0,01e20,4+0,2e 7,6
+ 1,9% na concentracdo de 0,5 mg / mL, respectivamente. Além disso, a pectina ndo afetou a
viabilidade da cultura de PBMC nas concentraces em estudo (2,5a 80 g / mL), sendo também
capaz de promover a producédo de citocinas IL-6, IL-10 e TNF-a ¢ induzir a ativa¢ao de uma
resposta CD8 + significativa. Conclusdo: Este estudo mostrou que a pectina de Crataeva tapia
é um potencial agente terapéutico devido as suas diferentes atividades antioxidantes e

biologicas, promovendo um perfil pré-inflamatério em culturas de PBMC humanas.

Palavras-chave: Perfil pré-inflamatério. Linfécito T citotéxico (CD8 +). Cicatriz



ABSTRACT

Although many plants have their medicinal value recognized, which is in constant scientific
evidence, popular culture collaborates with the indiscriminate use of medicinal plants in the
context of self-medication, requiring the study of their constituents, the mechanism of
therapeutic action and the identification of active principles responsible for the various
biological activities reported by the population (FORD et al., 2014). In this context, we have
the Capparidaceae family, whose species have broad therapeutic properties. In our study, we
highlight C. tapia, which, unlike other species of the Capparaceae family, obtained the process
of extracting pectin from the leaves, which had not yet been reported in the literature of its
therapeutic effects disclosed to the Scientific community. Crataeva tapia is a tree species found
in the Brazilian semiarid, in the Caatinga vegetation in areas of crystalline rocks, in sedimentary
areas and in riparian forests. It belongs to the Order Brassicales, Family Capparaceae
(LORENZI, 2008; APG 111, 2009; MORO, 2014). Objective: This study aims to isolate a pectin
from Crataeva tapia leaves, not yet reported in the literature, and to evaluate its antioxidant,
cytotoxic and immunomodulatory profile. Methodology: The pectin was extracted from the
leaves in three stages, organic solvent followed by acidified water and precipitation in ethanol.
With the pectin obtained, compositional and spectroscopic analyzes (ATR / FTIR and 1H
NMR) were performed, then the antioxidant activities (DPPH, ABTS, TAA and NO) were
evaluated in vitro, cytotoxic, immunomodulatory and immunophenotyping (analysis by
cytometry of flow) in PBMC culture. Results: the physical and chemical analyzes showed
characteristic signs of pectin, low content of galacturonic acid (37 + 1.0%,) and ash contents
(1.5 +0.0%) and moisture (6.75 £ 0.1). The antioxidant activity tests showed that pectin showed
moderate antioxidant capacity for the ABTS, DPPH, TAA and NO tests, 41.16 + 0.30, 25.9 +
0.01and 20.4 +0.2 and 7.6 £ 1.9% in a concentration of 0.5 mg / mL, respectively. Furthermore,
pectin did not affect the viability of the PBMC culture at the concentrations under study (2.5 to
80 ug / mL). In addition, it was able to promote the production of cytokines IL-6, IL-10 and
TNF-a and induced the activation of a significant CD8 + response. Conclusion: This study
showed that Crataeva tapia pectin is a potential therapeutic agent due to its different antioxidant

and biological activities, promoting a pro-inflammatory profile in human PBMC cultures.

Keywords: Proinflammatory profile. Cytotoxic T lymphocyte (CD8 +). Healing.
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1 INTRODUCAO

As plantas sdo importantes bancos de recursos naturais e exercem grande influéncia
diretamente na sociedade contemporénea. Em particular, porque sdo métodos alternativos de
tratamento de vérias patologias humanas (YUAN et al., 2016). Portanto, uma fonte variada de
produtos naturais biologicamente ativos, muitos dos quais sdo modelos para a sintese de um

grande nimero de medicamentos.

Cerca de 80% da populacdo mundial faz uso da medicina tradicional, e destes, 85%
utilizam as plantas medicinais para o controle e tratamento das mais diversas doencas
(FENALTI et al., 2016). Apesar do aumento de estudos nessa area, os dados disponiveis
revelam que apenas 15 a 17% das plantas foram estudadas quanto ao seu potencial medicinal
(BARREIRO et al., 2019).

Neste contextos destacamos a familia Capparaceae ou Capparidaceae (Dicotyledonae),
descrita por Antoine Laurent de Jussieu, que tem aproximadamente 46 géneros e 650 espécies
espalhadas nas regides tropicais e subtropicais de todo mundo (SILVA, J.C.S et al, 2020). A
familia apresenta distribuicdo pantropical, sendo notavelmente adaptada a habitats
sazonalmente secos. Isso também se aplica ao dominio fitogeografico da Caatinga, onde
Capparaceae aparece como uma das principais familias, tanto por possuir um ndmero
consideravel de espécies, quanto por apresentar espécies de ampla distribuicdo (NETO, R. L.S
et al. 2014).

Dentre estas destaca-se a Crataeva tapia, conhecida popularmente como catoré,
cabaceira, cabaceira-do-pantanal e pau-d’alho (SOUSA, LUCAS DELANO NASCIMENTO.,
2019). Estudos comprovaram que uma proteina isolada a partir da casca dessa espécie,
apresentou propriedades biologicas como antiinflamatéria, analgésica, antitumoral e com
atividade inseticida (ZHANG et al, 2013), sendo também utilizada como t6nico, febrifugo e no
combate das infeccBes do trato respiratorio, devido as propriedades medicinais existentes em
suas folhas, cascas e frutos (SHARMA et al, 2013), sendo essas propriedades terapéuticas

associadas a presenca de compostos bioativos.

Esses compostos bioativos consistem em polissacarideos estruturais, como celulose,
lignina e pectina que sdo encontrados na parede celular. Esses trés tipos sdo representados em

quase todas as paredes celulares vegetais em proporg¢des variadas, proporcionando maior ou
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menor rigidez, dependendo de sua localizagdo no corpo da planta (MOHNEN et al., 2008).
Dentre 0s compostos Bioativos encontrados, destaca-se a Pectina, que é um polissacarideo,

heterogéneo, anidnico, de cadeia linear formada, principalmente, por a-D-4acido galacturdnico.

Este polimero é encontrado na parede celular priméria e na lamela média dos vegetais,
tendo a funcdo de regular a adesdo intercelular. é de relevante importancia medicinal e
nutracéutica, pois apresentam a capacidade de produzir géis ou solu¢des altamente viscosas. As
pectinas estdo presentes em diferentes partes do vegetal, como frutos, folhas, flores, raizes e
sementes (SEYFRIED, 2016). Sdo a matriz na qual as microfibrilas de celulose sdo
incorporadas. As interacOes entre diferentes polissacarideos garantem as propriedades fortes,
porém dinédmicas e flexiveis da parede celular (HARHOLT et al., 2010).

As concentracdes mais elevadas de pectinas sdo encontradas nas cascas de frutas citricas
como a laranja e o liméo, as quais séo fontes naturais utilizadas mais comumente na industria
alimenticia e na industria farmacéutica como excipiente na liberacdo de farmacos (SOUSA,
E.A, O et al, 2020).

A pectina possui diversas aplicacfes sendo bastante utilizada pela industria alimenticia e
farmacéutica. A inddstria de alimentos utiliza a pectina para 0 aumento da viscosidade dos
alimentos, na producdo de geleias e doces, na preparacdo de 16 bebidas e sucos de frutas
concentrados, produtos derivados do leite gelificados ou fermentados. Também pode ser
utilizada para prevenir a flotacio em produtos derivados de frutas, garantir estabilidade
proteica, além de proporcionar melhorias na textura e maciez do alimento junto ao aumento do
volume (CANTERI et al, 2012).

Ainda de acordo com CANTERI et al. 2012), quanto aos efeitos farmacoldgicos, as
substancias pécticas atuam beneficamente no equilibrio hidrico e na motilidade intestinal;
auxiliam na reducdo do colesterol total, na quebra de fragdes do LDL (mau colesterol) ndo
afetando no HDL (bom colesterol); diminui¢cdo do peso corporal devido a retencdo de nutrientes
nos intestinos, aumentando a saciedade e reduzindo a atividade de enzimas digestivas. Tambem
impede a reabsorcédo de toxinas liberadas por metais pesados e microrganismos no colon e atua

na industria farmacéutica como excipientre na liberacdo de farmacos, (SEYFRIED, 2016).

As pectinas também estdo envolvidas em muitos processos, tais como os relacionados a

sinalizacdo e a expansdo celular (SEYFRIED et al, 2016). Esse estudo objetivou elucidar as



18

atividades imunomoduladora e a atividade antioxidadante da Pectina extraida das folhas da

Crataeva tapia.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBIJETIVO GERAL

Andlisar a Pectina isolada das folhas da Crataeva tapia, quanto ao seu potencial

antioxidante, citotdxico e Imunomodulador.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Coletar e Identificar o material botanico

Preparar o extrato hidroalcdolico das folhas da Crataeva tapia.

Auvaliar o perfil Fitoquimico das Folhas da Crataeva tapia.

Extrair a Pectina das Folhas da Crataeva tapia.

Avaliar a atividade Antioxidante da Pectina extraida das Folhas da Crataeva tapia.
Avaliar o potencial Imunomodulador da Pectina extraida das Folhas da Crataeva tapia.
Realizar os ensaios de Imunofenotipagem da Pectina extraida das folhas da Crataeva

tapia.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 IMUNOMODULACAO
O sistema imunolégico é constituido por uma intrinseca rede de 6rgdos, células e

moléculas, e tem por finalidade manter a homeostasia do organismo, combatendo as agressdes
em geral. A funcdo imunoldgica tem sido conceitualmente dividida em imunidade inata e
imunidade adaptativa. Os Macréfagos possuem grande importancia no sistema imune inato,
no qual inicialmente funcionam como a primeira linha de defesa por iniciar a resposta
inflamatéria em resposta a exposi¢cdo ao antigeno, participando da fagocitose e morte
intracelular de microrganismos. Além disso, contribuem para o reparo de tecidos e agem como
células apresentadoras de antigenos, que sdao requeridas para a inducdo de respostas imunes
especificas. Desta forma, a inibi¢do da ativagdo de macrofagos é uma das abordagens possiveis
para a modulagéo do processo inflamatorio (VIEIRA, N.A et al, 2014).

A inflamacdo € um processo fisioldgico acionado sempre que um agente agressor fisico,
quimico ou bioldgico, que ultrapassa a barreira de defesa do corpo humano. Este processo tem
como objetivo principal recompor a homeostase do tecido lesado através da ativacdo de
diversos mediadores especificos e ndo especificos da imunidade (SILVA, S.C et al, 2015).
Quando esse balanco entre inflamacdo e restauracdo tecidual é quebrado, ocorre o
desenvolvimento de doencas inflamatorias cronicas e auto-imunes, tais como lupus eritematoso
sistémico (SILVA, S.C, 2015).

A via do acido araquidénico é um importante via imunomoduladora, uma vez que 0s
eicosanoides (PGE2) e leucotrienos (LTs) modulam de maneira direta o processo inflamatério
e a resposta imune celular, inibindo a acéo fagocitica dos macréfagos, a atividade das APCs
(células apresentadoras de antigenos) e producdo de citocinas pré inflamatérias como a IL-2,
IL-12 e induzindo a sintese de IL-10. Assim essas citocinas secretadas por diferentes grupos de
células como Th2, células T reguladoras (Treg), macréfagos, linfocitos B e células dendrites

modulam o sistema imunolégico, promovendo o equilibrio imunoldgico (SILVA, S.C, 2015).



Figura 1- Imunidade Inata e Adaptativa.
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Figura 2- Eventos Leucocitarios da inflamagéo
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Figura 3- Cascata do Acido Araquidénico
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Fonte: TELLES FILHO, P. A., 2020.

Nas fases iniciais do processo de inflamac&o tissular, os mondcitos mobilizados no nivel
tissular e os sistémicos ativados ou recirculantes produzem monocinas, das quais as mais
claramente implicadas sdo o IL-1 e o fator de necrose tumoral (FNT), o IL-6 e o fator
estimulante dos hepatécitos (FEH). Logo os niveis séricos de cortisol aumentam, chegando a
taxas muito elevadas em cerca de seis horas; a quantidade de neutréfilos circulantes comega a
aumentar e chega ao maximo dez horas depois. Uma grande quantidade de leucécitos se associa
fracamente com as células endoteliais que se alinham aos vasos sanguineos; sdo liberados na
corrente sanguinea em um processo conhecido como desmarginacéo.

Além desses efeitos do cortisol, outra causa de leucocitose é a liberacdo de neutréfilos da
medula Ossea provocada pela presenca de IL-1. A utilizacdo de imunomoduladores na
terapéutica clinica é um avanco na Medicina. Todas as substancias que possuem efeito
imunomodulador, algumas delas, como os corticoides, tém carater preferencialmente supressor.
Inibem a fungéo das células acessorias e dos linfocitos T cooperadores, com diminui¢do da sua
atividade secretora de citocinas. Também suprimem a resposta linfocitaria ao estimulo das
citocinas, a liberacbes dos granulos das células citotoxicas e a producdo de imunoglobulinas.
Os corticosteroides produzem uma reducdo da proliferacdo de linfécitos, uma reducdo da
producdo de interleucina-2 (IL-2) e uma diminui¢do da expressao de receptores para IL-2.

A dexametasona e a prednisolona administradas in vivo modificam significativamente a
capacidade dos linfocitos para responder a estimulos mitogénicos, assim como a producéo de
imunoglobulinas (MARTINEZ et al, 2020). As ceélulas envolvidas nas respostas imunes
possuem funcdo reguladora, em que podem claramente promover ou suprimir as respostas
imunologicas. Esse mecanismo regulador assegura que as respostas sejam apropriadas tanto
qualitativamente quanto quantitativamente (VELOSO, 2019), mostrando que o proprio sistema
imune se autorregula através da liberacdo de substancias imunomoduladoras (VELOSO, 2019).
Um imunomodulador pode ser definido como uma substéncia sintética ou bioldgica que tem a
capacidade de modular, suprimir ou estimular os elementos do sistema imunolégico incluindo
0s componentes da resposta imune inata e adaptativa. Os imunomoduladores séo
fisiologicamente usados quando o sistema imunoldgico se apresenta debilitado de modo que
eles possam afetar e/ou corrigir, estimulando ou suprimindo, o sistema imune (SHAFI et al.,
2015).

Com a descoberta destes tornou-se possivel a manipula¢do do sistema imune a favor de

um estado saudavel, na tentativa de reduzir os efeitos associados ou ndo a quimioterapia, a
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rejeicdo de enxertos, a doencas alérgicas, & doencas cancerigenas etc (RHAMANI et al, 2020).
Tradicionalmente, os imunomoduladores séo agentes capazes de modificar a resposta imune,
podendo o efeito ser estimulatério ou inibitério. Os agentes estimulantes ou adjuvantes imunes
além de serem capazes de restaurar a resposta imune normal, estimulam o sistema estado
imunolégico dos individuos susceptiveis a invasdes por agentes devido a fatores ambientais
(RHAMANI et al, 2020).

A imunomodulacdo pode alterar o funcionamento do sistema imune de um individuo
(MAKARE et al.,, 2001, UJAH, G.A2016). Os imunomoduladores sdo capazes de
simultaneamente estimular algumas células do sistema imune e suprimir outras. Por exemplo,
alguns compostos podem estimular a producéo de anticorpos 1gG2 e simultaneamente inibir a
producdo de IgM, ou ainda estimular linfécitos T e inibir linfocitos B. Estes podem aumentar
0s mecanismos de defesa do hospedeiro (imunoestimulantes) ou diminui-los
(imunossupressores) (MASIHI, 2000; NUNES et al, 2003).

3.1.1 Atividade Imunomoduladora das Plantas Medicinais

As plantas medicinais, sdo consideradas uma fonte promissora de compostos bioativos
contra varios microrganismos infecciosos. Em acréscimo os produtos naturais derivados das
plantas, geralmente sdo considerados seguros, acessiveis e mais eficazes do que os produtos
farmacéuticos sintéticos (HAMEDT et al., 2014; SOUZA,2017). Estudos tém constatado que
as plantas sdo uma fonte valiosa de substancia quimicas Uteis na modulacéo do sistema imune,
com atividades imunoestimuladoras, imunossupressoras e/ou imunorregulatdrias, sendo esses
compostos denominados de imunomoduladores (ANDRADE et al, 2021). O principio
fundamental da abordagem terapéutica imunomoduladora surgiu nos tempos antigos, atraves
do emprego de plantas medicinais e seus produtos no tratamento de diversas doencas atraves
da modulacdo do sistema imune (MARQUES, G.S et al, 2015). Além dos metabdlitos
secundarios, os metabdlitos primarios também tém demonstrado diferentes funcdes no sistema

imunologico, incluindo a ativacdo da imunidade celular e humoral (SEYFRIED et al., 2016).

Uma variedade de substancias, como polissacarideos, lectinas, peptideos, saponinas,
6leos e outras, oriundas de plantas sdo capazes de estimular o sistema imune, apresentando
atividade imunomoduladora (SOUZA, 2017). Os resultados encontrados nesses testes
demonstram uma atividade imunomoduladora mediada tanto pelo aumento da resposta imune
celular quanto humoral. Vale ressaltar a ligacdo entre as respostas imunes desencadeadas tanto

pelas células NK quanto macréfagos, principalmente nos ensaios envolvendo tumores (LATHA
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et al., 2000; PINHEIRO et al, 2016). Nesse contexto, varios vegetais sdo alvo de investigacoes
a respeito de suas atividades imunomoduladoras (MUKHERJEE et al., 2014).

Um dos mecanismos da resposta imunoldgica envolve as citocinas, que representam um
conjunto de varias moléculas, como interleucinas e quimiocinas que participam da emissdo de
sinais entre as células durante o desencadeamento de uma resposta imune e compdem um dos
elementos chave para perfeita regulacdo do sistema imunolégico (NETEA et al., 2015). Um
exemplo de extrato que possui propriedade imunomoduladora relacionada as citocinas é o
extrato etanolico da raiz de Boerhaavia difusa que exibe essa atividade inibindo a producgdo de
IL-2, TNF-a, IL-13, IL-15, interferon-gama (IFN-y), IL-4, IL-5 e IL-10, moléculas importantes
no controle da resposta inflamatoria e das respostas mediadas por linfocitos T e B (CORDEIRO,
M. F, 2017).

Figura 4- Resposta Inflamatoria
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Segundo Manayi et al. (2015), a atividade imunoestimulante das plantas ou de suas
preparacdes pode ocorrer por trés mecanismos: ativacdo de fagocitose, estimulacdo dos
fibroblastos, e aumento da atividade respiratdria, que resulta no aumento da mobilidade de

leucocitos.

O emprego de espécies vegetais no aumento da resisténcia imunoldgica encontra-se

respaldado em uma pluralidade de estudos cientificos com diferentes modelos experimentais,
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sendo a propriedade imunoestimulante atribuida & presenca de diferentes compostos, como
flavonoides, taninos, polissacarideos, saponinas e alcaloides, presentes em diferentes partes da
planta; e a diversos mecanismos, particularmente associados ao sistema imune nao especifico
(MARQUES, G.S et al, 2015).

3.2 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Os antioxidantes s&o um conjunto heterogénico de substancias formadas por vitaminas,
minerais, pigmentos naturais e outros compostos vegetais e ainda enzimas que bloqueiam o
efeito danoso dos radicais livres. O termo antioxidante significa “que impede a oxidacdo de
outras substancias quimicas que ocorrem nas reacfes metabdlicas ou por fatores exdgenos,

como as reacdes ionizantes.

Segundo a ANVISA (2009) (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), antioxidante é a
substancia que retarda o aparecimento de alteragcdes oxidativas nos alimentos. Do ponto de vista
quimico, Antioxidantes sdo compostos aromaticos que contém no minimo, uma hidroxila,
podendo ser sintético como Butilhidroxianisol (BHA) e o Butilhidroxitolueno (BHT),
amplamente utilizados pela industria alimenticia, ou naturais, substancias bioativas, tais como
organosulfurados, fendlicos e terpénicos que fazem parte da constituicao de diversos alimentos.
Segundo a FDA (Food and Drug Administration), antioxidantes sao substancias utilizadas para
preservar alimentos através do retardamento da deterioracéo decorrentes da oxidagio (DOSSIE
ANTIOXIDANTE, 2009. ROCHEL, T.C, 2015).

3.2.1 Classificacdo dos Antioxidantes

Segundo a Food Ingredients Brasil, os antioxidantes podem ser classificados como:

o Primarios: sdo compostos fendlicos que promovem a remocao ou inativacao de radicais
livres formados durante a iniciacdo ou propagacdo da reacdo, atraves da doacao de atomos de
hidrogénio a estas moléculas, interrompendo a reacdo em cadeia.

o Sinergistas: sdo substancias com pouca ou nenhuma atividade antioxidante, que podem
aumentar a atividade dos antioxidantes primarios quando usados em combinacdo adequada.

o Removedores de Oxigénio: sdo compostos que atuam capturando o oxigénio presente
no meio, através de reacdes quimicas estaveis tornando-os, consequentemente, indisponiveis

para atuarem como propagadores da autoxidagao.
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o Antioxidantes Biol6gos: incluem vérias enzimas, como glucose oxidase, superdxido
dismutase e catalase. Estas substancias podem remover oxigénio ou compostos altamente
reativos de um sistema alimenticio.

o Os agentes Quelantes: sequestrantes complexam ions metalicos, principalmente cobre
e ferro, que catalisam a oxidacdo lipidica. Um par de elétrons ndo compartilhados na sua
estrutura molecular promove a agdo de complexacéo,

o Antioxidantes mistos: incluem compostos de plantas e animais que tém sido
amplamente estudados como antioxidantes em alimentos. Entre eles estdo varias proteinas
hidrolisadas, flavondides e derivados do acido cinamico (&cido caféico).

o Antioxidantes naturais: Entre os antioxidantes naturais mais utilizados podem ser

citados tocoferois, acidos fendlicos e extratos de plantas como alecrim e salvia.

Ha um crescente interesse de pesquisadores no desenvolvimento de substancias
antioxidantes, principalmente a partir de produtos naturais como plantas (G.L.S. OLIVEIRA,
2015).

Os compostos bioativos presentes nas plantas podem agir como agentes antioxidantes. A
acdo destes compostos deve-se ao potencial de dxido-reducdo de determinadas moléculas, a
capacidade destas moléculas competirem pelos locais ativos e receptores das diferentes
estruturas celulares, ou por modularem a expressao de genes que codificam proteinas
envolvidas em mecanismos intracelulares de defesa contra processos oxidativos degenerativos
de estruturas celulares (ADN, membranas). Segundo diversos estudos, muitas espécies de
plantas medicinais exibem teores elevados de fendlicos totais, muitas vezes com valores de
EAG > 20 mg/g. A atividade antioxidante esta relacionada com o contetdo fendlico e com o
teor de flavonoides. As variaveis como a selecdo do solvente extrator e a localizacdo das plantas

em estudo, que por sua vez, pode levar a uma alteracdo do perfil metabdlico.
3.2.2 Mecanismos de Acao dos Antioxidantes

Os antioxidantes sdo compostos que inibem a oxidacgdo, a qual consiste em uma reacao
quimica que pode produzir radicais livres (SALEHI et al, 2018), e agem por 3 mecanismos
principais: neutralizando diretamente os radicais ja formados; inibindo a formacdo de novos
radicais e removendo ou reparando os danos causados pelos radicais (LI; JIA; TRUSH, 2016).
Logo, os antioxidantes protegem os seres humanos contra doengas induzidas pelo estresse
oxidativo (HISAM et al, 2018).
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As plantas sdo uma importante fonte de antioxidantes naturais (YADANG et al, 2019).
Produzem metabolitos secundarios como polifenois, alcaloides, terpenoides, 6leos essenciais,
entre outros (OTHMAN; SLEIMAN; ABDEL-MASSIH, 2019); os quais séo produtos naturais
que regulam as interacOes entre as plantas e seu ambiente (JAMES; DUBERY, 2009). Seus
polifenois tém se destacado por possuirem potente atividade antioxidante e efeitos na prevengédo
de diversas doencas (DAI; MUMPER, 2010), além de serem um dos mais abundantes e
diversificados grupos de metabdlitos secundarios, sendo que as suas propriedades antioxidantes
fundamentam os efeitos antimicrobianos (OTHMAN; SLEIMAN; ABDEL-MASSIH, 2019).

Figura 5- Imagem ilustrativa sobre a formacéo de radicais livres e a tentativa de equilibrio pelos antioxidantes.
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3.2.3 Atividade Antioxidante em Plantas Medicinais

Os antioxidantes sdo Uteis na reducéo e prevencao de danos causados pelos radicais livres
devido a sua capacidade de doar elétrons, que neutralizam os radicais sem haver a formacao de
outros (ZHANG et al., 2015).

Os vegetais sdo vulneraveis a danos que sdo causados pelo oxigénio ativo na reacgdo e,
desse modo, desenvolvem numerosos sistemas de defesa, resultando na formacéo de multiplos
antioxidantes potentes, ou seja, sao compostos complexos encontrados em nossa dieta que
atuam como um escudo protetor para nosso corpo contra quaisquer inimigos desastrosos, tais
como doencas arteriais e cardiacas, artrite, catarata e também envelhecimento prematuro, em
simultdneo com varias doencas crénicas. As plantas contém determinados produtos quimicos,
como carotendides, flavonoides, bioflavondides, fendis, fitoesterdis, 0s quais possuem
propriedades antioxidantes. Como os radicais reativos ao oxigénio desempenham um papel

importante na carcinogénese em outras doencas, 0s antioxidantes presentes nas plantas tém



28

recebido consideravel aten¢do como agentes quimiopreventivos do cancer. (LEE et al., 1998;
SILVA, 2019) Entretanto, os antioxidantes sintéticos disponiveis no mercado apresentam efeito
negativo & salde, baixa solubilidade e atividade antioxidante moderada (BARLOW, 1990;
SILVA, 2019). E relatado que cerca de 90% desses antioxidantes est&o associados a toxicidades
relacionadas a medicamentos e outros efeitos diversos que complicam o processo de tratamento.
Portanto, novos esquemas de tratamento sdo necessarios como alternativas para se evitar o uso.
Nesta busca, as plantas medicinais representam uma opcao vidvel, pois sdo relatadas como
desprovidas de tais efeitos. (BEG et al., 2011) Existem diferentes métodos para a determinacéao
do potencial antioxidante dos vegetais, dentre eles podemos citar o método de reducdo da
capacidade de energia, ensaio de eliminagdo de peréxido de hidrogénio e teste de atividade
antioxidante dos 0leos essenciais (método modificado do &cido tiobarbiturico-espécies reativas)
e DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl). Para o DPPH, o resultado € expresso em IC50, sendo
a concentracdo necessaria do antioxidante para reduzir em 50% o radical DPPH. Logo, a
atividade antioxidante sera maior quanto menor o valor de IC50 (CHOI et al., 2002, SOUZA
et al, 2020).

A atividade antioxidante em plantas medicinais é avaliada espectrofotometricamente pela
medida da capacidade dos extratos particionados em reduzir o radical livre 2,2- difenil-1-picril-
hidrazila - DPPH (SOUZA et al, 2017; SILVA, E.L.G.S, 2019). Para a quantificacdo da
atividade antioxidante os extratos secos sdo dissolvidos em etanol a uma concentracdo de 10
ug/mL e uma aliquota de 100 pL ¢ adicionada a 3 mL de solugdo de DPPH na concentragao de
40 pg/mL. Apds 30 de minutos de reag¢dao, sob abrigo de luz, procede-se a leitura das
absorbancias a 517 nm. Como controle positivo é utilizado uma solugdo de DPPH na
concentracdo citada anteriormente. A porcentagem de atividade antioxidante (%AA) é
determinada pela equacao:

%AA= ((Abs. Controle — Abs. Amostra) /Abs. Controle) x 100

O qual: Abs. Controle = absorbancia do controle (solucdo de DPPH sem antioxidante) e
Abs. Amostra = absorbancia da amostra (extrato) a ser testado (MELO et al., 2006; SILVA,
2019). Para os extratos com atividade antioxidante positiva também é calculada a concentragédo
eficiente (CES0), sendo esta a quantidade de antioxidante necessaria para decrescer a
concentracdo inicial de DPPH em 50%. A CE50 é calculada por meio de equacGes obtidas a
partir da regressdo quadratica da atividade antioxidante em funcdo da concentracdo dos

antioxidantes no meio de reacao.
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Foi demonstrado que o estresse oxidativo desempenha um papel importante no
desenvolvimento de varias doengas como cancer, hepatite, anemia, malaria, dentre outras. O
aumento do status antioxidante total tem se mostrado importante na recuperagdo dessas
doencas. O estudo de JAIN et al. 2010, teve como objetivo rastrear a atividade antioxidante e
caracterizar o componente presente na planta responsavel por ela (SILVA, 2019).

Figura 6- Mecanismos de reagéo entre o radical DPPHe e um antioxidante através da transferéncia de um atomo

de hidrogénio.

ﬁ- NH
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DPPH+ DPPH-H

Fonte: Rev. Bras. Pl. Med., Campinas, v.17, n.1, p.36-44, 2015.

3.3 CITOTOXICIDADE

A citotoxicidade pode ser conceituada como a capacidade que uma substancia possui de
inibir a proliferacédo celular ou causar danos e lesfes as células, que as levam a morte. Assim,
as substancias citotoxicas podem diminuir o poder de autorrenovacéo de um tecido, ou causar
a sua degeneracdo por morte das células. Por sua vez, essa morte pode ocorrer por diversos
tipos, que sdo agrupados em duas classes morfoldgicas, a necrose e a apoptose (CRUZ,
VANESSA DE SOUZA, 2015).

A chamada citotoxicidade das substancias soliveis num determinado meio extracelular é
a capacidade das mesmas influenciarem nos mecanismos de quimiotaxia ou quimiorrepulsdo
nas células migratorias, através da acdo de agentes tdxicos como substancias quimicas ou
células imunes. Segundo SCHMALZ, em 1994, os testes de citotoxicidade sao valiosos para a
compreensdo do comportamento biolégico dos materiais avaliados, considerando-se as
limitacGes destes testes durante a interpretacdo dos resultados, e que ndo irdo substituir os testes
in vivo, porém poderdo diminuir substancialmente o nimero de testes, diminuindo o namero

de materiais com aplicabilidade potencialmente clinica (OLIVEIRA, M.P, 2009).

O teste de citotoxicidade detecta o potencial de um material produzir efeitos toxicos in

vitro, seja comprometendo a integridade das células ou interferir na sua taxa de crescimento.


https://www.infoescola.com/citologia/apoptose/
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Tal teste proporciona a selegdo de materiais menos toxicos, para estudos posteriores in vivo
envolvendo animais e seres humanos. O pardmetro mais investigado pelos testes de
citotoxicidade é a viabilidade celular, sendo determinada por diversos processos celulares
(LIMA, O.C. et al, 2020). Dentre os diversos testes para a avaliagdo da citotoxicidade/fungéo
de substéncias: o teste do corante vermelho neutro, o teste de reducdo do brometo 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-ilo) - 2,5- difeniltetrazélio (MTT) ou o teste de liberacdo de enzimas
citoplasmaticas como a lactato desidrogenase -LDH), o MTT se destaca como um dos mais
empregados (LIMA, O.C. et al, 2020). A base deste teste é a comparacéo da citotoxicidade de
um agente quimico testado a doses ndo tdxicas de uma substancia indcua as células como o
meio de cultura (LIMA, O.C. et al, 2020).

A citotoxicidade € expressa na determinacdo da concentracdo dependente que reduz o
crescimento celular utilizando-se um corante vital (MTT). A concentragdo de um agente
quimico testado reflete a inibicdo da viabilidade celular em 50% (1C50), calculada usandose
um modelo adequado de curva que expressa a resposta da curva de concentracdo (LIMA, O.C.
et al, 2020).

3.4 PLANTAS MEDICINAIS

A utilizacdo experimental de espécies vegetais, com a finalidade de melhorar a
alimentacdo, tratar e curar doencas que acometem a humanidade, constitui uma pratica que
remonta desde o inicio da civilizacdo, criando assim, uma correlacdo entre o uso das plantas e
a evolucdo do homem. Desde o momento em que o homem constatou a necessidade e a
possibilidade de modificar o meio ambiente em prol de aumentar suas chances de

sobrevivéncia, passou a utilizar as plantas como recursos terapéuticos (GADELHA, 2013).

O uso de plantas medicinais em forma de medicamento, assim como o conhecimento
sobre as mesmas, tem acompanhado a humanidade ao longo dos anos (CARNEIRO et al, 2014),
O conhecimento empirico sobre as plantas medicinais no decorrer da histéria da humanidade,
se mostra eficaz no que se refere aos cuidados imediatos a saude (FLOR et al., 2015). A
medicina praticada na Europa, conhecida hoje como medicina moderna, aos poucos foi sendo
imposta pelo colonizador como a principal forma de tratamento médico a ser seguido
justamente por ser passivel comprovacdo cientifica. Assim, as demais formas de cuidado,
autocuidado, tratamento e cura dos povos autdctones, por ndo serem comprovadas conforme a

l6gica cientificista da medicina positivista europeia, foram encaradas como primitivas,
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ultrapassadas e, muitas vezes, desqualificadas pejorativamente como manifestacGes de

crendices populares e charlatanismo (CASTRO, 2019).

Desse modo, a busca por alternativas terapéuticas, como as plantas medicinais, torna-se
muitas vezes o principal e Unico recurso natural disponivel e acessivel para algumas
comunidades e grupos étnicos (BARBOSA et al., 2010; WANDERLEY et al., 2015).

O emprego de plantas medicinais para a manutencdo e a recuperacdo da salde tem
ocorrido ao longo dos tempos, mas a medida que as pessoas idosas vdo morrendo, uma gama
de conhecimento sobre as plantas medicinais esta sendo perdidas. O uso de plantas medicinais
sempre esteve presente na sabedoria popular, articulando a cultura de geracdes, passadas e
atuais, e a salde, uma vez que estes aspectos ndo ocorrem isoladamente, mas estdo inseridos
em um contexto histérico (MARTELLI et al, 2019).

O uso de plantas medicinais € mencionado desde a pré-historia, quando eram utilizadas
na forma de cataplasmas, com o intuito de estagnar hemorragias e favorecer o reparo tecidual,
sendo muitas dessas plantas ingeridas, para atuacdo em via sistémica. Inimeras plantas com
poder medicinal sdo empregadas no tratamento de diferentes enfermidades, dentre elas, a
cicatrizacdo de feridas (MARTELLI et al, 2019).

A planta medicinal segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) é toda
planta ou partes da mesma que contenham as substancias responsaveis pela acdo terapéutica
(BRASIL, 2010). O uso dessas ervas € feito na maioria das vezes por adultos e idosos que
buscam complementar o tratamento de uma doenca cronica (RODRIGUES, 2000; CARNEIRO
et al., 2014). Seu efeito é determinado pela forma a qual a espécie é usada, desde sua posologia
e preparo (LEMNIS, 2016). Assim, para se ter uma garantia no uso desses fitoterapicos e
remédios derivados deles € necessario ndo apenas medidas de controle, mas a realizacdo de
campanhas que visem informar a populacédo de seus riscos e beneficios, e os profissionais de
salde devem ter educacdo continua sobre esses elementos. Estudos com esses vegetais
alternativos tem merecido cada vez mais atencdo, devido as informacdes que fornecem a ciéncia
(CARNEIRO et al., 2014).

3.4.1 Plantas Medicinais no Brasil

Quando os colonizadores europeus chegaram ao Brasil, ainda no século XV, encontraram
0S povos autoctones e estes apresentavam praticas de salde proprias, entre elas o uso das plantas

medicinais facilmente encontradas no seu entorno (CASTRO, 2019).
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O Brasil tem a maior variedade genética vegetal do mundo com aproximadamente 46.000
espécies, sendo que cerca de 40% é exclusiva do territério brasileiro. Esse nimero tende a
crescer a cada ano, pois os botéanicos identificam aproximadamente 250 novas espécies por ano
(FIORAVANTI, 2019). Juntamente com esse grande aporte de matéria-prima o conhecimento
acerca de como utilizar essas plantas também acompanha o povo brasileiro, pois sdo
conhecimentos que geralmente sdo reportados de geracdo a geracdo, entretanto, sem 0s
parametros cientificos que norteiam a eficacia do tratamento (DE PAULA e DA CRUZ- -
SILVA, 2010; VARGAS et al. 2019).

Neste contexto temos a familia Capparidaceae cujas espécies tém amplas propriedades
terapéuticas. Dentre as espécies da familia Capparidaceae, temos a Crataeva adansonii que €
um dos antidiabéticos pertencente a familia Capparidaeae e comumente chamada péra, alho
sagrado ou planta do templo. Na farmacopeia tradicional, a planta € usada como adstringente e
trata afeccGes como urindria, tabulos renais, uterina, gastrointestinal, pele, inflamatorio, asma

e picadas de cobra.

Podemos citar também a Crataeva nurvala é uma planta medicinal importante, cuja casca
é amplamente utilizada na Ayurveda como remédio para pedras nos rins, infeccbes do trato
urinario, doencas relacionadas a prostata e hipertrofia benigna da prostata. A Crataeva religiosa
Forst usada na medicina tradicional para diferentes doencas, como laxante, estimulante do
apetite. Os antioxidantes derivados dessa planta sdo muito eficazes na prevencéo de efeitos
destrutivos, processos causados pelo estresse oxidativo. Estudo comprovaram que o0 extrato

etanolico da casca de C. magna Lour apresentou significativa atividade antiurolitiatica.

Crataeva tapia é uma espécie arborea encontrada no semiarido brasileiro, na vegetacao
da Caatinga em areas de rochas cristalinas, em areas sedimentares e em matas ciliares. Pertence
a Ordem Brassicales, Familia Capparaceae (LORENZI, 2008; APG III, 2009; MORO, 2014).
E uma frutifera nativa, de copa arredondada e densa, cujos frutos comestiveis sdo ingeridos
como refresco e bebida vinosa, além disso, possui caracteristicas medicinais, ecoldgicas e

econbmicas pelo uso de sua madeira (SOUZA, C.V, 2018).

E cientificamente denominado como Crateva tapia L. (TROPICOS, 2017), mas também
é citado como Crataeva tapia L. na literatura (CNIP, 2019). Em Cronquist (1981), um sistema
natural de classificacdo, o Traipa pertence & Subclasse Dilleniidae e Ordem Capparales. Mas

na classificacdo mais recente (APG Ill, 2017), com base nas caracteristicas filogenéticas, esta
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espécie estd agrupada na Classe Equisetopsida, Subclasse Magnoliidae Nova ex Takht,
Superordem Rosanae Takht, Ordem Brassicales Bromhead, Familia Capparaceae Juss e Género
Crateva L. Nativo do Brasil. No entanto, ndo € endémica do Brasil, Segundo FORZZA (2010)
estd presente no Norte (estados do Acre, Amazonas, Amapa, Pard, Rondbnia, Roraima e
Tocantins), Nordeste (estados de Alagoas, Bahia, Ceard, Maranhdo, Paraiba, Pernambuco,
Piaui, Rio Grande do Norte e Sergipe), Centro-Oeste (Distrito Federal, estados de Goias, Mato
Grosso do Sul e Mato Grosso); Sudeste (estados do Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro
e Sdo Paulo); e regides do Sul (estados do Parana, Rio Grande do Sul e Santa Catarina) e
também em Abrolhos, Fernando de Noronha e Trindade (ilhas oceénicas). Quanto aos dominios
fitogeograficos, a espécie esta presente na Amazobnia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica,
Pampa e Pantanal (FORZZA, 2010).

A casca tem um odor desagradavel; € conhecido por ter tdnico, propriedades estomacais,
antidisentéricas e febrifugas. As raizes sdo muito acidas e seu suco aplicado na pele produz
bolhas. As folhas &s vezes sdo usadas como cataplasmas (STANDLEY,1961: 305). E
adstringente, sendo usada contra a malaria e outras doencas em Martinique (A. WOOD s.n.,
NY), os indios jagua fazem uma tintura roxa das frutas (E. LITTLE & R. LITTLE 9579, NY),
a casca € raspada e utilizada no tratamento e cura de dor de cabeca dos indios Paumaris (D.
CAMPBELL P21233, NY). E usada como cataplasma para aliviar o reumatismo. As frutas sdo
usadas para pesca (C. PETERS 18, NY)

3.4.2 Descricao botanica da Crataeva tapia

3.4.2.1 Tronco e casca

De acordo com Lorenzi (2008), a arvore de Trapia atinge 5 a 12 m (16,4 a 39,4 pés) de
altura. Coroa redonda e densa, com tronco cilindrico geralmente tortuoso e 20-40 cm (7,87 a

15,7 in) de diametro. Sua casca é acastanhada e aspera (LIMA, 2012).
3.4.2.2 Folhas

Folhas trifoliadas (Unica planta Capparaceae registrada no Brasil com esta caracteristica)
(NETO e JARDIM, 2015). Possui peciolo de 6 a 12 cm de comprimento (2,36 a 4,72 pol.)
(LORENZI, 2008). Folhas alternadas em espiral sem estipula, ovaladas de lamina foliar eliptica,

com topo acuminado ou cuspidado, base obtusa, margem inteira (NETO e JARDIM, 2015).

3.4.2.3 Flor/ inflorescéncia
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Racemo axilar ou terminal. Sépalas de 3 a 5 mm, lanceoladas, glabras, com nectarios
basais. Pétalas brancas unguiculadas (NETO e JARDIM, 2015). Flores hermafroditas, ou

poucas flores masculinas no topo do racemo.

3.4.2.4 Frutas, sementes e sindrome de dispersdo

O fruto € uma baga, globosa ou subglobosa, amarela, com peddnculo de 4 a5 cm (1,6 a
2 pol.) de comprimento. Semente solitaria, marrom-escura, curvada (de forma que o topo toca
a base quase formando um circulo) (LIMA, 2012). Segundo Lorenzi (2008), as arvores de C.
tapia florescem no periodo seco (agosto a novembro) e seus frutos amadurecem na transi¢cdo da
estacdo seca para a chuvosa (janeiro a maio). Mas NETO et al. (2014) afirmam que as espécies

apresentam flores e frutos nos meses de janeiro, julho e setembro a dezembro.

Figura 7- Detalhe dos galhos com folhas e frutos da planta Trapia.

2N
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Fonte: APNE/CNIP.

Figura 8: Fruto da Crataeva tapia.

Fonte: Florestaguadonorte.com.br
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3.4.3 Propriedades Terapéuticas da Crataeva tapia

A casca da planta possui varias propriedades medicinais, por isso tem sido explorada
devido a presenca de um importante metab6lito secundario, o lupeol, de forma que a planta é
amplamente utilizada no sistema medicinal tradicional da India (SHARMA et al., 2013).
Estudos comprovam que uma proteina isolada a partir da casca da Crataeva tapia apresentou
propriedades bioldgicas como anti-inflamatdrio, analgésico, antitumoral e atividades
inseticidas (ZHANG et al., 2013), sendo também utilizada como ténico, estomaquico,
antidisentérico, febrifugo e no combate das infecgdes do trato respiratério, devido a
propriedades medicinais existentes em suas folhas, cascas e frutos (SHARMA et al., 2013).
Também foi verificada que as folhas de C. tapia apresentam grande potencial antioxidante que
inibe a acdo de radicais livres. As atividades de antioxidantes da planta tém sido atribuidas a
varios mecanismos, tais como a prevencdo do inicio da cadeia, a ligacdo com catalisadores de
fons de metais de transicdo, a decomposicdo de perdxidos, a prevencdo da continuidade da
captacdo de hidrogenio, a capacidade de reducéo e a capacidade de eliminacao de radicais (LI1U
et al. 2013).

O extrato das folhas da C. tapia também apresentou forte atividade alelopatica
evidenciando potencial para exploracdo futura como fonte de herbicida natural, possuindo a
mesma potencial para o desenvolvimento de compostos antibacterianos contra bactérias
Escherichia coli, Proteus mira bilis, Bacillus subtilis and Staphylococcus aureus (SHARMA et
al,2013).

As partes da Crataeva tapia como as. folhas e as cascas, possuem varias propriedades
que incluem anti-inflamatério, antioxidante, anti-artritico, anti-fertilidade, antimicaotico,
antidiabético, antimicrobiano, antidiarreico, cicatrizacdo de feridas, anti-helmintico,
propriedade urolitica , propriedade nefrolitica, atividade hepatoprotetora e cardioprotetor,

evidenciando-se sua significativa importancia medicinal.

3.4.3.1 Parede Celular Vegetal

A parede celular vegetal compreende uma estrutura complexa e dinamica que executa
uma série de funcdes essenciais. Essa estrutura estabelece o tamanho e a forma final da célula,
exerce a comunicacdo intercelular e ainda desempenha importante papel na interacdo de plantas
com microrganismos — agindo na defesa contra possiveis patdgenos e variacOes adversas
ambientais (CAFFALL & MOHNEN, 2009). Além disso, sua estrutura é continuamente
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modificada para acomodar os estadios de desenvolvimento da célula e as condi¢des ambientais
(CAFFALL & MOHNEN, 2009).

Os polissacarideos e glicoconjugados presentes na parede celular vegetal tém sido bem
caracterizados estruturalmente. A parede celular vegetal consiste em uma porgao microfibrilar,
formada por celulose, que € seu principal componente (KEEGSTRA, 2010). Além da celulose,
a parede celular vegetal contém varios polissacarideos, localizados na matriz extracelular, os
quais sdo, em geral, agrupados em duas principais categorias: (1) hemiceluloses e (2) pectinas
(KEEGSTRA, 2010).

A parede celular vegetal também contém muitas proteinas e glicoconjugados, incluindo
varias enzimas e proteinas estruturais. Como exemplo, podem ser citadas as arabinogalactana-
proteinas, moléculas estruturalmente complexas, encontradas na membrana plasmética e na
parede celular vegetal, as quais apresentam importantes fungdes em processos de

reconhecimento e sinalizag&o celular (ELLIS et al. 2010).
3.4.3.2 Celulose e hemiceluloses

A celulose consiste em cadeias de monémeros de glucose (Glcp) na configuracdo D, com
ligacdes glicosidicas do tipo B-(1—4), que formam polimeros lineares e insoluveis em agua
(KEEGSTRA, 2010). As cadeias lineares interagem entre si, atraves de ligacdes de hidrogénio,
formando microfibrilas longas e cristalinas (KEEGSTRA, 2010). Essa estrutura é resistente a
grandes tracoes e representa cerca de 20% a 30% da mateéria seca da parede celular primaria,
podendo ocupar até 15% dessa regido em volume, enquanto que, em paredes celulares
secundarias, pode atingir de 40 a 90% do peso da biomassa dessa estrutura (PEREZ &
MAZEAU, 2005). As hemiceluloses compreendem um grupo heterogéneo de polimeros que
apresentam uma cadeia principal composta por unidades de glucose (D-Glcp), manose (D-
Manp) ou xilose (D-Xylp) B-(1—4), ligadas em configuragdo equatorial no C1 e C4 (OCHOA-
VILARREAL et al. 2012).

A classificacdo das hemiceluloses é feita de acordo com o monossacarideo majoritario
presente na cadeia principal. Dessa forma, os principais tipos de polissacarideos encontrados
nesse grupo incluem as xilanas, as arabinoxilanas, as galactomananas, as glucomananas, as
xiloglucanas, as mananas e as f-(1—3,1—4) glucanas (SCHELLER & ULVSKOQOV, 2010). As
hemiceluloses estdo presentes no meio extracelular, conectadas, através de interacdes
moleculares, com as microfibrilas de celulose, formando a matriz da parede celular. Entretanto,

esses polimeros, ainda podem atuar como moléculas sinalizadoras ou como precursores delas,
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sendo possivel, também, agir na forma de substancias de reserva (SCHELLER & ULVSKOQV,
2010).

3.5 HISTORICO DAS PECTINAS

Os vegetais produzem uma grande variedade de biomoléculas e compostos quimicos, que
exibem um amplo espectro de atividades bioldgicas, dentre elas essas plantas temos a Crataeva
tapia se enquadra nesse aspecto de fonte natural de produtos com propriedades biologicamente

ativas, uma vez que, pode ser extraido da mesma as lectinas, pectinas e ligninas, por exemplo.

Atualmente, com sua melhor caracterizacéo e definicdo, sabe-se que tais moléculas sao
responsaveis por decifrar glicocddigos, por meio de interacbes de superficie complexa e
desempenham um papel central em um nimero consideravel de funcgdes e atividades bioldgicas
(CINTRA, AJ.L, 2017).

A pectina é um polissacarideo encontrado nas cascas de frutas responsavel por auxiliar o
fruto no seu crescimento celular e conferir rigidez no seu tecido. Possuem funcéo adesiva entre
as células, enrijecimento, textura e contra choque mecanico nos frutos, pode atuar como agente
estabilizante, gelificante, espessante e fibra solivel. Devido a essas caracteristicas, a pectina é

bastante utilizada na industria de alimentos e farmacéutica (SANTOS, 2015).

As pectinas sdo um grupo de polissacarideos estruturalmente heterogéneos amplamente
distribuidos nas paredes celulares primérios e na lamela média da parede celular dos vegetais
(LUO et al., 2017). As pectinas contribuem para a adesdo entre as células e para a resisténcia
mecanica da parede celular, sua quantidade e natureza séo determinantes para a textura de frutos
e vegetais em geral, durante o seu crescimento, amadurecimento, armazenamento e
processamento (OLIVEIRA, JAINE, 2019). As paredes celulares e a lamela média das frutas
sdo constituidas por varias moléculas poliméricas classificadas tais como proteinas, celulose,
hemicelulose e polissacarideos pécticos. Porém, o conteldo e a estrutura quimica dessas
moléculas sofrem modificacdes a depender do estdgio de maturacdo e do tipo de fruta
(YAMAMOTO, 2011). Os compostos pécticos sdo constituidos de residuos de acido D-
galacturdnico, o qual é um derivado da glicose. Polimeros deste derivado de acglcar séo
conhecidos como acido péctico. Os compostos pécticos se encontram por toda a lamela média,
onde funcionam como agente de unido entre as paredes celulares adjacentes. Existem trés
formas primarias da pectina: protopectinas, acidos pectineos e acidos pécticos (ALKORTA,
1998; SUHAIMI, 2016).
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o Protopectinas: Estdo presentes nos tecidos dos frutos imaturos. Nesta condigdo as
protopectinas se encontram ligadas ao célcio das paredes celulares formando o pectato de
calcio, o qual é insolivel em &gua, e tem a maior parte dos seus grupos carboxilicos
esterificados (ALKORTA, 1998; SUHAIMI, 2016).

o Acidos pectinicos: S&o obtidos a partir da hidrdlise da protopectina pela acio das
enzimas poligalacturonases. S&o consideradas substancias coloidais, ndo necessariamente
soltveis em agua e que contém uma propor¢ao variavel de grupos metoxilas na forma de
ésteres (ALKORTA, 1998).

o Acidos pécticos: Sdo oriundos da acdo das enzimas pectinametilesterase durante o
processo de amadurecimento, promovendo a remocdo dos grupos metilicos dos polimeros,

dando origem as substancias pécticas que ndo formam gel (ALKORTA,1998).

As primeiras citacfes sobre pectina datam de um artigo inglés de 1750 sobre preparacéo
de geleia de macas. A descoberta da pectina, enquanto composto quimico, foi feita por
VAUQUELIN em 1790 e BRACONNOT, no ano de 1824, foi o primeiro a caracteriza-la como
composto das frutas responsavel pela formacédo do gel e sugerir 0 nome pectina, proveniente do
grego mmyrol, que significa espesso. A ocorréncia de substancias pécticas diferindo em
solubilidade e facilidade de extracdo é conhecida desde 1848, quando FREMY reportou a
existéncia de um precursor péctico insolivel em &agua, denominado posteriormente de
protopectin. Apesar disso, sua estrutura ndo é tdo bem conhecida ainda que existam modelos
para ilustra-la. Os dezessete monossacarideos que constituem as pectinas sdo agrupados em
diferentes tipos de cadeias formados por acidos urénicos, hexoses, pentoses e metilpentoses,
além disso, o metanol, o acido acético e os acidos fenolicos podem estar presentes como
substituintes nessas unidades estruturais. Elas ainda podem existir nas formas furanosidicas e
piranosidicas com ligacdes diversas entre os mondémeros como a(1,4), a(1,5), B(1,3), B(1,4) e

B(1,6) (CANTERI et al., 2012)

Nessa época, ja se discutia a dificuldade em estabelecer estudos comparativos quanto a
composicao, ao tipo e a distribuicdo dos compostos pécticos em vegetais, devido aos diferentes
métodos de extracdo e analises empregados (CANTERI, M.H.G, 2012).

CIRIMINNA et al. (2015) relata que tem se investigado amplamente a extracdo de

pectinas de outras fontes vegetais além da maca e das cascas de citricos como gréos de café,
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cactos do género Opuntia, sementes de girassol e beterraba, mas a macé (14,0%) e as cascas de

citricos (85,5%) ainda séo a principal fonte de obtencdo do polissacarideo.

Por ser encontrada como constituinte natural dos alimentos vegetais, a pectina tem seu
uso permitido em todo o mundo. E amplamente usada como agente gelificante, espessante, 32
emulsificantes, texturizador e estabilizante, porém devido a sua biocompatibilidade e nédo
toxicidade, tém-se estudado sua aplicabilidade em biotecnologia e na inddstria farmacéutica
com destaque para liberacdo controlada de farmacos (CIRIMINNNA, et al. 2015; WANG et
al. 2018).

3.6 HISTORICO DA PRODUCAO COMERCIAL DA PECTINA

A obtencdo de um extrato liquido de pectina foi registrada em 1908 na Alemanha e o
processo propagou-se rapidamente pelos Estados Unidos. A producdo de pectina desenvolveu-
se aos poucos, no inicio do século XX, na Europa e nos Estados Unidos, usando principalmente
0 bagaco de maca. Em 1940, cerca de 60% da pectina produzida no mundo era de bagaco citrico,

devido a abundéancia de matéria-prima gerada pela industrializacdo de sucos.

Quanto a producgdo comercial, HERMANN HERBSTHREITH descobriu, na década de
1930, o potencial de uso e aplicacdo do bagaco de maca, subproduto até entdo descartado da
producdo 21 do suco. Em 1940, cerca de 60% da pectina produzida no mundo era de bagaco
citrico, devido a abundancia de matéria-prima gerada pela industrializacéo de sucos (CANTERI
etal., 2012).

Recentemente, foram desenvolvidos estudos sobre potencial de uso do bagaco de maca
na recuperacdo de compostos fendlicos nativos, associados ao escurecimento, para utilizacdo
como agentes antioxidantes, resultando na coloracdo mais clara da pectina obtida. Na maioria
dos paises em vias de desenvolvimento, a pectina é importada. A producdo regionalizada por
pequenos processadores poderia suprir a demanda com custo mais baixo, desde que existisse
incentivo governamental. Entretanto, existem algumas barreiras a serem superadas, como 0
custo, a dificuldade para isolamento da pectina sob a forma de p6 em pequena escala e a
obtencdo de uma gama de pectinas com propriedades especificas, e ndo apenas de um tipo de

produto.
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3.7 HISTORICODA PRODUCAO INDUSTRIAL DA PECTINA

Embora a extra¢do de pectina varie de acordo com a matéria-prima, em linhas gerais, 0
processo compreende: extracdo do vegetal de origem em meio aquoso acido; purificacdo desse
liquido extraido e isolamento da pectina por precipitacdo (OLIVEIRA, F.S, 2012).

A extracdo em meio acido sob aquecimento é o método utilizado industrialmente para
obtencdo de pectinas a partir de residuos industriais de sucos de frutas, onde, diferentes acidos
podem ser utilizados nesse processo. Em alguns paises, 0s acidos minerais sao proibidos, sendo
substituidos por citrico, latico ou tartarico (APUD CANTERI et al., 2012, p. 2).

A producéo industrial brasileira teve inicio no ano de 1954, na cidade de Limeira-S&o
Paulo, sendo a Unica fabrica de pectina ainda hoje no Pais e maior produtora mundial de pectina
citrica (OLIVEIRA, F.S,2012).

3.8 PECTINAS: NOMENCLATURA, FUNCAO E OCORRENCIA

Segundo PAIVA et al.,, OLIVEIRA, F.S, 2012 a fim de padronizar a nomenclatura e
facilitar o entendimento das substancias pécticas, em 1944 o comité da American Chemical

Society revisou e definiu estas substancias complexas como:

o Substancias peécticas: todos os materiais que contém acidos poligalacturdnico em sua
composicao;
o Protopectinas: Consistem na forma natural da pectina, quando associada a celulose,

hemicelulose e lignina.

o Acidos pécticos: sdo cadeias de acidos galacturdnicos totalmente livres de metoxilas e
pouco sollveis em agua. Sdo oriundos da acdo das enzimas pectinametilesterase durante o
processo de amadurecimento do fruto;

o Pectina: sdo acidos pectinicos sollveis em agua, com 0s grupos carboxilas do acido

galacturdnico variavelmente esterificados com metanol.

As substancias pécticas ocorrem sem exce¢do na parede celular priméaria e na lamela
média das células vegetais (Figura 9). A seiva da planta usualmente contém apenas tracos das
substancias pécticas dissolvidas. Ha relatos também da presenca de pectinas no citosol da célula
vegetal. As pectinas encontram-se naturalmente em associa¢do com a celulose e hemicelulose,

que auxiliam na adesdo entre as células, sendo considerada a pectina, o 23 principal agente
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cimentante da parede celular, contribuindo desta forma para firmeza, resisténcia mecénica e
coesividade do tecido (OLIVEIRA, 2012).

Figura 9- Estrutura da Parede Celular

Masdorana

ylesmibicy

Fonte: SANTOS, 2007.

3.9 PRINCIPAIS FONTES DE PECTINA

Apesar da pectina ser encontrada na maioria dos tecidos das plantas, o nimero de fontes
que podem ser utilizadas para producédo da pectina comercial € muito limitado, isto porque a
capacidade de produzir gel das pectinas depende do grau de esterificacdo e do tamanho da
molécula. Logo, a detec¢do de uma grande quantidade de pectina em um fruto, por si so, ndo é
suficiente para qualificar que a fruta atua como uma fonte de pectina comercial, devido a
variacao destes parametros (VASCONCELOQS, J.C.B, 2019).

A quantidade de pectina contida em cada matéria-prima modifica, de acordo com a
boténica do produto vegetal. Nas inddstrias os mais utilizados como subproduto sdo: bagaco de
maca albedo citrico, polpa de beterraba e girassol, visto que, possui um teor de pectina superior
26 a 15% em matéria seca a 15% em matéria seca. Na tabela 1 podemos observar valores de
pectina para alguns frutos em destaque. A extracdo de pectina nessas industrias ocorre com
adicdo de meio &cido em alta temperatura. Segundo CANTERI et al., (2011) menciona que, por
haver uma grande variedade de matéria-prima utilizada na extracdo ha a influéncia do
subproduto no poder de formacdo de gel da pectina (VASCONCELOS, J.C.B, 2019).
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Tabela 1- Teor de Pectina em Matéria Seca de Principais Frutas Utilizadas na Extracdo

FRUTO TEOR DE PECTINA (% MS)
Maga 4-7
Bagaco da maga 15-20
Albedo citrico 30-35
Bagaco da beterraba 15-20
Cenoura 10
Tomate 3

Fonte: (BECKMAM, 2019)

3.10 EXTRACAO DE PECTINA

O processo de extracdo é composto por duas etapas principais, a hidrolise de protopectina
em pectina usando &cidos, seguido de precipitacdo por etanol. A principal desvantagem dos
métodos convencionais esta na combinacdo entre tempo e temperatura de extracdo para a
obtencdo de um bom rendimento de extrato. A longa exposi¢do da pectina submetida a altas
temperaturas pode ocasionar a degradacdo do produto. Devido a isso, novos métodos como
extracdo assistida por micro-ondas, extragdo enzimatica e extracdo assistida por banho
ultrassdnico tornaram-se mais populares (SANDARANI, 2017).

A extracdo assistida por micro-ondas envolve aquecimento dielétrico das moléculas
através da exposicdo a radiacdo de micro-ondas. O solvente absorve a radiacdo da energia
incidente e inicia-se rotacdo dipolar, levando & geracao de calor dentro dos tecidos da planta. E
uma técnica que tem sido investigada por muitos pesquisadores e descobriu-se que seu uso pode
acarretar um aumento consideravel no rendimento do extrato, sem perda significativa nas
caracteristicas do produto final comparado com a extracdo convencional (SANDARANI, 2017,
ADETUNJI, ADEKUNLE, et al., 2017).

A extracdo enzimatica da pectina é ambientalmente segura e mais eficaz em termos de
rendimento de pectina. Enzimas diferentes, como poligalacturonase, protease, a-amilase,
xilase, b-glicosidase, endopoligalacturonase, pectinesterase e outras, sao usadas na extracdo de
pectina, pois tém a capacidade degradar a pectina e modificar as propriedades fisicoquimicas
da pectina (SANDARANI, 2017).

O banho ultrass6nico para extracdo de compostos tem sido relatado como um dos mais
rapidos, mais eficientes e menor gasto de solvente. As ondas ultrassdnicas geram um efeito de
42 cavitagdo no solvente, resultando em movimento mais rapido das moléculas e maior
penetracdo do solvente no material. 1sso resulta em uma liberacdo acelerada dos compostos
(CHEMAT et al., 2017).
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De acordo com SANDARANI (2017), o acido cloridrico foi o melhor solvente extrator
para pectina por diversos autores, o que conferia ao processo maior rendimento. Ja o acido
citrico, ndo apresentava resultados tdo bons, entretanto, causa uma menor degradacdo da
estrutura da pectina, gerando um produto com melhores propriedades gelificantes e € um
solvente que se adequa aos principios de quimica verde, por ser biodegradavel e ecologicamente
seguro (SANTOS, E.E, 2020).

As pectinas extraidas apresentam caracteristicas diferentes (grau de esterificacéo,
tamanho das particulas, contetdo de agUcares, teor de cinzas e outros) e tém consequentemente
propriedades funcionais diferentes, o que possibilita o estudo de fontes alternativas de extracéo
(MIRANDA, B.M, 2019). A extracdo da pectina pode ser realizada por meio aquoso acido,
basico, ou com agentes quelantes ou por acdo de enzimas. Normalmente, o0 processo de
obtencdo da pectina mais utilizado abrange: 1) extracdo aquosa do material da planta; 2)
purificacdo do extrato liquido e 3) separacdo do extrato da pectina do liquido. A escolha do
método de extracdo influencia diretamente no rendimento e nas propriedades da pectina.
(MIRANDA, B.M, 2019).

A producdo industrial de pectina envolve vérias etapas, tais como; a preparacdo da
matéria prima, a separacdo dos compostos presentes na matéria-prima, a conservacao da
protopectina, a separacao de residuos insolUveis, a precipitacdo, a purificacdo e a secagem da
pectina extraida; bem como a embalagem, o armazenamento e a comercializacdo (CANTERI
et al, 2012).

As pectinas de uso comercial podem ser obtidas na forma liquida ou s6lida. O método
usual para a obtencdo de pectina consiste na extragdo com solucéo aquosa acida (pH 3 a 4); no
entanto, diversos outros procedimentos tém sido propostos, como o uso de solventes organicos
inertes, neutros e misciveis em agua, em temperaturas moderadas; tratamento prévio com
solucdo de ions calcio e posterior extracdo com solucdo de acido oxalico; extracdo com uso de
meio alcalino e um agente sequestrante, seguida de aquecimento; ou ainda, por meio do uso de
microrganismos que liberam enzimas capazes de extrair a pectina sem degrada-la( CANTERI
et al, 2012).
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3.11 ASPECTOS FISIOLOGICOS DA PECTINA
3.11.1 Localizagdo

A pectina esté localizada na parede celular de vegetais superiores associada a outros
componentes. Essa parede pode ser dividida em duas camadas denominadas de primaria e
secundaria(fig.10). Dois modelos estruturais sdo propostos para a parede celular primaria, cuja
area de superficie aumenta durante a expansdo da célula: tipo I, composto principalmente por
celulose, xiloglucanas, extensina e pectina (20-35%) e tipo I, compreendendo essencialmente
celulose, glucoarabinoxilanas e compostos fendlicos e menor proporcéo de pectina (10%). A
parede secundaria, estrutura complexa adaptada a funcdo da célula, é formada internamente a
parede priméria na diferenciacdo (CANTERI et al, 2012).

Figura 10- Trés camadas de parede secundaria
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Fonte: CASTRO, N. M.

Figura 11- Localizacdo da pectina na parede celular vegetal
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Fonte: http://plantphys.info/plant_physiology/basiccytologyl.shtml
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Figura 12: Arquitetura das Paredes Celulares Tipo I e Il
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Fonte: Adaptado de BUCKERIDGE et al, 2008.

Os fatores que envolvem a deposicdo de pectina durante a formacao da parede celular
ainda ndo estdo elucidados. Os polissacarideos pécticos parecem ser importantes no controle da
porosidade da parede, na adesdo de células subjacentes e no controle do ambiente i6nico da
parede celular (CANTERI et al, 2012; GUIMARAES, 1.C.S.B, 2019).

Outra funcdo esta ligada aos mecanismos de defesa vegetal. O acido galacturénico,
unidade bésica da pectina, € um componente essencial de elicitores ativos da parede celular,
substancias que provocam o acumulo de fitoalexinas com propriedades antibidticas nos locais
de infeccdo vegetal, (CANTERI et al, 2012).

3.11.2 Geleificacdo da pectina

O estado “gel” ¢é considerado como sendo um estado proéximo ao solido, pode ser definido
também como uma rede tridimensional s6lida que retém entre sua malha uma fase liquida.
Nesta rede a pectina é considerada um coldide hidréfilo com carga negativa, que é estabilizada

por uma camada de dgua envolvendo cada micélio. (OLIVEIRA, F. S, 2012).

A formacdo da geléia ocorre no momento em que a pectina precipita, ramificando os
aglomerados de micélio na presenca do acUcar, que atua como um agente desidratante, e na
presenca de ions de hidrogénio, que agem para reduzir a carga negativa sobre a pectina, onde a

mesma ficard num estado intermedidrio, entre a solucéo e o precipitado. A adi¢do de qualquer



46

material que reduza a solubilidade da pectina dissolvida vai favorecer a formagéo do gel.
(OLIVEIRA, F. S, 2012).

3.11.3 Estrutura Molecular da Pectina

Em 1934, as pectinas citricas foram reconhecidas como cadeias lineares de &cido
galacturénico e desde entdo, evidenciou-se que a pectina € uma molécula altamente complexa
e o recente grande desafio é acomodar toda informacdo disponivel em um Unico modelo
estrutural (CANTERI MHG, 2012).

As pectinas existem como regides "lisas" (smooth) ou "ciliares™ (hairy). Regides lisas séo
constituidas por cadeias lincares de residuos de acido a-D-(1—4) -galacturénico. Outros
acucares estdo presentes ou ausentes apenas em pequenas quantidades. Os grupos carboxilicos
dos residuos de cido galacturonico podem ser metil esterificado. As regifes peludas podem
conter ramnogalacturona I (RGI) e ramnogalacturona Il (RGII). RGI é o segundo maior tipo de
polissacarideo. A espinha dorsal do RGI consiste essencialmente de celulose cristalina em
sequéncia alternada de (1—4) ligada a unidades de acido a-D-galacturonico e a residuos de a-
(1—2) -L-raminose. A espinha dorsal RGII é composta de pelo menos sete unidades de acido
a-D- 21 galacturonico (1—4) e raramente apresenta-se ligada a residuos de ramnose e residuos
caracteristicos de acucares. Esta, que consiste apenas de &cido galacturdnico e ndo contém
quaisquer residuos da ramnose, o seu nome ndo reflete a sua estrutura. Portanto, € mais bem
descrito como homogalaturdnica ramificada (ONOFRE, VARGAS JUNIOR, 2016).

3.11.4 Caracteristicas estruturais de pectinas e de polissacarideos contendo arabinose
e/ou galactose
3.11.4.1 Homogalacturonanas (HG)

Sao compostas por um homopolimero linear de unidades de D-GalpA a-(1—4) ligadas.
Esta estrutura muitas vezes também é referida como smooth regions dos complexos pécticos.
Alguns grupamentos carboxilicos podem estar metil esterificados na posicdo O-6 e,
dependendo da planta, os grupamentos acetil estdo esterificados nas posicdes O-2 e O-3
(CAFFALL & MOHNEN, 2009; SCHELLER & ULVSKOQOV, 2010). A sua cadeia principal
liga-se covalentemente a porcoes de RG-1 e RG-II e acredita-se que também possa se ligar a
hemiceluloses, em especial, a xiloglucanas (CAFFALL & MOHNEN, 2009).
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3.11.4.2 Ramnogalacturonanas tipo |

As ramnogalacturonanas tipo | (RGI) consistem em cerca de 20% a 35% das pectinas.
Essas moléculas sdo caracterizadas por apresentarem uma cadeia principal contendo unidades
repetitivas de GalpA e Rhap: [—4) -a-DGalpA-(1—2) -a-L-Rhap-(1—] n, (ATMODJO et al.
2013).

3.11.4.3 Ramnogalacturonanas tipo 11

As ramnogalacturonanas tipo 11 (RG-I1) constituem cerca de 10% das pectinas. Apesar de
ser o polissacarideo péctico mais complexo, apresenta uma estrutura mais conservada. A
caracteristica mais marcante dessa molécula é possuir agucares raros. Nesse grupo, encontram-
se: 2-O-metil-fucose, 2-O-metil-xilose, Apif, acido acerico (3-carboxi5-deoxi-L-xilose), Kdo
(acido 2-ceto-3-deoxi-Dmano-octulosénico) e Dha (acido 3-deoxi-D-lixo-2- heotulosarico),
incluindo-se, também, mais de 20 ligacdes glicosidicas, que geram fungdes criticas no
crescimento e desenvolvimento das plantas (ATMODJO et al. 2013). A estrutura primaria das
RG-II, consiste em D-GalpA a-(1—4) ligados, formando uma cadeia principal homogénea ¢
linear (ATMODJO et al. 2013).

3.11.4.4 Apiogalacturonanas e xilogalacturonanas

As apiogalacturonanas sio caracterizadas pela presenca de unidades de B-D-Apif, ligados
nas posi¢cdes O-2 ou O-3 de unidades de GalpA da HG (CAFFALL & MOHNEN, 2009) (ver
Figura 1). As xilogalacturonanas (XGA), estruturalmente, sdo caracterizadas pela presenca de
unidades de D-Xylp B-(1—4), ligadas na posi¢do O-3 de unidades de GalpA da cadeia principal
de HG (CAFFALL & MOHNEN, 2009).

3.11.4.5 Arabinanas

A arabinana é um homopolissacarideo composto basicamente por L-Araf unidas por
ligacdes glicosidicas a-(1—5) e, dependendo da fonte, pode estar presente na forma linear ou
ramificada. Seus pontos de ramificacdes envolvem, principalmente, a posicdo O-3, embora haja
relatos da ocorréncia, em menor frequéncia, de liga¢bes na posicdo O-2 (ATMODJO et al.
2013).

3.11.4.6 Arabinogalactanas tipo | (AG-I)

As AG-1 podem ser encontradas na parede celular na forma livre ou como constituinte do
complexo péctico de RG-I. As AG-l sdo compostas por uma cadeia principal linear de

galactanas B-(1—4) ligadas. Cerca de 20 a 40% das unidades de D-Galp apresentam
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substituicdes, na posicdo O-3, de cadeias curtas de arabinanas (PEREZ et al. 2000). Essas
arabinanas sio constituidas de unidades de a-LAraf (1—5) ligadas (PEREZ et al. 2000).

3.11.4.7 Arabinogalactanas tipo 1l (AG-11) e arabinogalactana-proteinas

As AG-II sdo as estruturas mais complexas encontradas na cadeia lateral de RG-1. Essas
moléculas apresentam cadeia principal de B-D-Galp, unidas por ligagdes (1—3), com
ramificagdes curtas de B-D-Galp (1—6) ligadas, que sdo terminadas por unidades de a-L-Araf
ligadas de forma (1—3) e/ou (1—5) (PEREZ et al. 2000). Diferentemente do grupo das AG-I,
as AG-ll podem estar associadas a proteinas, sendo, entdo, denominadas de

arabinogalactanaproteinas (AGP).

As arabinogalactana-proteinas (AGPs) estdo incluidas no grupo de glicoproteinas
vegetais ricas em hidroxiprolina, encontradas em vegetais inferiores e superiores de varios
grupos taxondémicos (SHOWALTER, 2001). A porcdo de carboidrato das AGPs que apresenta
caracteristicas de AG-I1 esta organizada em unidades polissacaridicas, que variam de 30 a 150
unidades monossacaridicas (SEIFERT & ROBERTS, 2007). Essas unidades estdo ligadas em
multiplos locais no core proteico e sdo constituidas, principalmente, de Galp e Araf (SEIFERT
& ROBERTS, 2007). A porcdo de carboidratos esta O-ligada aos residuos de hidroxiprolina e,
possivelmente, também nos residuos de serina e treonina (SEIFERT & ROBERTS, 2007).

Um metodo utilizado para distinguir entre os dois tipos de arabinogalactanas (AG-I1 e
AG-II) baseia-se na habilidade desses polissacarideos se precipitarem na presenca do reagente
de Yariv (SEYFRIED, M et al. 2016).

Figura 13- Estrutura geral da pectina. (A) Visdo geral, mostrando ramificaces laterais; (B) cadeia central de
acido poligalacturdnico com grupos carboxilicos metilados destacados em vermelho.
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Fonte: CADERNO PEDAGOGICO, Lajeado, v. 11, n. 1, p. 130-139, 2014. ISSN 1983-0882.

Figura 14- Ligagdes do Acido Galacturénico
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Fonte: TAIZ; ZEIGER, 2004.
Figura 15- Homogalacturonanas,RGI,RGII.
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Fonte: POLIMERQOS, vol. 22, n. 2, p. 149-157, 2012.

A xilogalacturonana (XGA) é uma homogalacturonana substituida com xilose ligada na
posicdo 3. O grau de xilosidacdo pode variar entre 25% (melancia) a 75% (macd). Essa xilose
pode ser adicionalmente substituida em O-4 com outra xilose em ligagdo P, sendo mais
prevalente em tecidos reprodutivos como frutas e semente. A arabinogalactana | (ARA-I) é
composta por esqueleto B-D-Galp; residuos de a-L-Araf podem estar ligados as unidades
galactosil na posicdo 3. A arabinogalactana Il (ARA-II) est4 principalmente associada com

proteinas (3-8%), também denominadas arabinogalactanas-proteinas (AGPs). A AG-II ¢
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composta de um esqueleto B-D-Galp 1—3, contendo curtas cadeias de [a-L-Araf (1—6) B-D-
Galp (1—6)|n onde n = 1, 2 ou 3. A parte proteica ¢ rica em prolina, hidroxiprolina, alanina,
serina e treonina[4]. A arabinana (ARA) consiste de um esqueleto de a-L-Araf em ligacOes
1—5, onde podem estar cadeias laterais de a-L-Araf (1—2) e a-L-Araf (1—3) e/ou cadeias
laterais de a-L-Araf (1—3) a-L-Araf (1—3) [55]. Existe também outra cadeia ndo representada
esquematicamente, a apiogalacturonana (API), HG substituida em O-2 ou O-3 com D-
apiofuranose. Esta presente em monocotileddneas aquéaticas como Lemna (CANTERI et al.,
2012; ONOFRE, VARGAS JUNIOR, 2016).

Figural6- Alternativa para representacéo da cadeia péctica
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Fonte: CANTERI et al., 2012.

3.11.5 Estrutura Quimica das Pectinas

Sua estrutura principal, conhecida como esqueleto péctico € constituida por moléculas de
acido galacturdnico unidas por ligacdes a (1,4), que apresentam variados graus de esterificacéo
(DE) dos grupos carboxilas com grupos metila. Entretanto, existem pelo menos 17
monossacarideos diferentes interconectados por mais de 20 tipos de ligagdes na estrutura da
pectina. Por existirem em diversos tipos de vegetais, as pectinas comerciais na forma de po
apresentam diferencas no seu grau de metoxilacdo e séo classificadas como de alta metoxilacéo
(HM ou AM), com DE maior que 50% (entre 50 e 75%), ou de baixa metoxilacdo (LM ou BM),
com DE inferior a 50% (entre 20 e 45%) (CANTERI et al., 2012; KAYA et al., 2014).

Figura 17- Estrutura da Pectina
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Fonte: COELHO, 2008.

Quando em solugdo, devido a sua prépria estrutura, a pectina apresenta carater &cido.
Existem alguns grupos que podem ser identificados dentro da estrutura da pectina. Os trés
principais sdo: a homogalacturonana (HG), ramnogalacturonana I (RG-I) e galacturonanas
substituidas (GS) que compreendem as ramnogalacturonanas Il (RG-I1) — principal componente
das GS —, xilogalacturonanas (XG) e apiogalacturonanas (APG) dependendo do tipo de pectina.
A HG comp®e a maior parte da pectina (60-65%), sendo formada por unidades de acido a-
Dgalacturonico (a-D-GalA) unidas linearmente por ligacdes 1,4. A RG-I é constituida pela
repeticdo do dissacarideo [—4)-0-D-GalA-(1—2)-a-L-Rha-(1—] para o qual variadas cadeias
de glucanas (especialmente arabinana e galactana) estdo ligadas a unidades de ramnose.
Compde de 20 a 35% das pectinas. A GS é o segmento mais complexo, representando cerca de
10% da estrutura total. A RG-II, seu principal componente consiste de um esqueleto de HG
com no minimo oito unidades monoméricas com até 12 tipos de agucares em suas cadeias
laterais, alguns bastante caracteristicos como a apiose, 0 &cido acérico, o acido 3-deoxi-lixo-2-
heptulorasico (DHA) e o &cido 3-deoxi-mano-2-octulosdnico (KDO). E possivel também
encontrar borato ligado a apiose nessa estrutura, o qual pode executar ligagdes cruzadas entre
duas moléculas de pectina dentro da parede celular vegetal (CANTERI et al., 2012; WANG et
al, 2018).

Segundo SRIAMORNSAK, (2003) a composicao e a estrutura das pectinas séo dificeis
de determinar, pois a mesma pode ser alterada durante o seu isolamento, armazenamento e
processamento. Pardmetros como o peso molecular e/ou o contetdo das subunidades
particulares que compde a cadeia, variam de molécula para molécula, conforme a fonte de
obtencdo de qualquer amostra de pectina (OLIVEIRA, JAINE, 2019).

Figura 18- Representa¢do esquemaética da estrutura da Pectina
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Fonte: Adaptado de WANG et al., 2018.

A figura 18 mostra 0 modelo relatado por WANG et al. (2018) para a estrutura da pectina,
compreendendo além da HG (com unidades de O-metil éster e O-acetil), RG-1 e RG-1l,a XG e
APG.

3.11.5.1 Propriedades fisicas das Pectinas

As propriedades fisicas das substancias pécticas sdo atribuidas principalmente a sua
estrutura e composicdo quimica. Neste sentido o grau de metoxilacdo da pectina e 15 0s grupos
carboxilas livres (ions carboxilatos) contribuem para o mecanismo de geleificacdo, sendo a
relagio [COOCH3: COO-] o principal indicador das suas propriedades funcionais
(DAMODARAN; PARKIN, 2019).
3.11.5.2 Propriedades imunomoduladoras de pectinas e polissacarideos contendo
arabinose e galactose de plantas medicinais

Como vaérios efeitos imunomoduladores séo atribuidos as plantas medicinais
(SEYFRIED, M et al. 2016), ha grande potencial para seu uso no tratamento de disfungdes do
sistema imunoldgico (SEYFRIED, M et al. 2016). Relatos demonstram que polissacarideos
vegetais, incluindo pectinas e polissacarideos contendo arabinose e galactose, podem apresentar
efeitos sobre a resposta imune celular e humoral (YAMASSAKI et al. 2015) e, por isso, podem
ser considerados compostos modificadores da resposta biologica (MRB) (DIALLO et al. 2001).
As moléculas consideradas como MRB pertencem a classe de imunomoduladores e séo agentes
que modificam a resposta biolégica do organismo por meio da estimulacdo ou inibicdo do
sistema imunoldgico, podendo resultar em efeitos terapéuticos (SEYFRIED, M et al. 2016).

O Sistema Complemento, consiste em um grupo de proteinas séricas (por exemplo,
proteinas de C1-C9), que tém por funcdo proteger o organismo de agentes agressores,
participando da imunidade inata e adaptativa. Ha trés diferentes vias do sistema complemento:
(1) via cléssica, (2) via alternativa e (3) via das lectinas. A via classica € iniciada por complexos
antigenos-anticorpos, enquanto a via das lectinas € iniciada por proteinas soluveis, ligadas a
carboidratos, pela lectina ligadora de manose e pelas ficolinas. Na via alternativa, ocorre a
hidrolise espontanea de C3. A partir da clivagem de C3, as trés vias se convergem e varias
reacGes em cascata sdo iniciadas, culminando na formacdo do complexo de ataque a membrana
(MAC), que promove a lise célula (SEYFRIED, M et al. 2016).

Quanto a imunidade celular, varios estudos relatam que as pectinas, bem como as AG-I|

e as AGPs, podem modular o sistema imunoldgico, interferindo na atuacdo de macréfagos
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(LENZI et al., 2013; YAMASSAKI et al. 2015). Essa capacidade esta geralmente relacionada
com o estimulo da atividade fagocitaria, bem como com o aumento da producédo de espécies
reativas de oxigénio. A ativagdo também pode resultar no aumento da secrecao de citocinas que
medeiam a imunidade inata — como o fator de necrose tumoral-a (TNF-a), a interleucina 1b
(IL1b), a interleucina 6 (IL6) e o interferon-y (IFN-y) (SEYFRIED, M et al. 2016).

Em relagdo ao mecanismo de agdo envolvido na modulacdo da atividade do sistema
complemento por polimeros, (como pectinas, AG-Il e AGPs), alguns estudos demonstram que
esses polimeros se ligariam ao componente C1g do complemento (YAMADA et al., 1985;
DIALLO et al., 2001; SEYFRIED, M et al. 2016). Dessa forma, eles induziriam a clivagem do
C3, levando a ativacdo tanto da via classica quanto da via alternativa; consequentemente,
provocar-seia também a formacdo do MAC, que € o produto final da ativacdo do complemento,
responsavel, por sua vez, pela lise celular (YAMADA et al., 1985; DIALLO et al., 2001;
ALBAN et al., 2002; SEYFRIED, M et al. 2016). Por outro lado, também foi sugerida a
interacdo com outros componentes do sistema complemento como C2, C3 convertase e C4,
constatando que 0s mecanismos sobre a modulagdo sobre o sistema complemento parece ser
diferentes e diversificados, sendo necessarios estudos mais aprofundados para um melhor
entendimento sobre estes mecanismos (MICHAELSEN et al. 2000; SEYFRIED, M et al.
2016).

Em relacdo a modulacdo de macrofagos, ha escassez de estudos que abordem,
especificamente, experimentos correlacionando as caracteristicas estruturais com o mecanismo
de acdo de polissacarideos do tipo pectinas e contendo arabinose e galactose (SEYFRIED, M
et al. 2016).

Em relacdo ao mecanismo de acdo das pectinas e polissacarideos contendo arabinose e
galactose, fica proposto que esses polimeros vegetais utilizariam 0s mesmos receptores de
macrofagos dos polimeros bacterianos (MELLINGER et al., 2008).

Os possiveis mecanismos de modulacdo de polimeros vegetais, como pectinas, AGs e
AGPs sobre a atividade de macréfagos e/ou sobre o sistema complemento ainda ndo estdo
totalmente esclarecidos. Apesar disso, 0s polissacarideos vegetais sdo considerados potenciais
candidatos para estudos que visam ao desenvolvimento de novos agentes terapéuticos com

propriedades moduladoras benéficas para o sistema imunologico (SEYFRIED, M et al. 2016)
3.11.5.3 Degradacdo das Pectinas

Em solucdes, as substancias pécticas podem degradar-se por dois mecanismos quimicos

principais, esquematizados em trés tipos de reacdo. O primeiro tipo deles é a desesterificacéo,
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com liberagdo de metanol e formagdo de pectatos. Em meio &cido (pH entre 1 a 3), em
temperaturas inferiores a 10 °C, predominam as desesterificagbes. O outro mecanismo,
denominado de despolimerizacdo (diminuicdo do tamanho da cadeia polimérica) pode
acontecer por hidrélise (&cida ou enzimatica) das ligacdes o (1—4), ou ainda por reagdes de fB-
eliminacdo (CANTERI MHG, 2012).

As substancias pécticas sdo degradadas igualmente por enzimas sintetizadas por vegetais
ou por microrganismos. Nesse caso, a degradacdo pode seguir duas vias principais:
desmetilacdo preliminar pela pectina-esterase, seguida da hidrolise acida das ligacdes o (1—4)
pelas poligalacturonases; despolimerizagdo direta das pectinas por reagdes também de [3-
eliminagéo sob acdo das pectinas liases e pectato liases de origem microbiana. As condigdes de
extragdo apresentam importante influéncia sobre a natureza da pectina, tanto nos aspectos
quantitativos quanto qualitativos, podendo ser modificadas (pH, temperatura, tempo)
resultando em alteracdes no rendimento, na capacidade geleificante e no grau de esterificacéo
(DE) (CANTERI MHG, 2012).

Figura 19- Principais modificacBes nas substancias pécticas por efeito de temperatura
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Fonte: POLIMEROS, vol. 22, n. 2, p. 149-157, 2012.

3.11.5.4 Caracterizacdo de Substancias Pécticas

Existem trés fatores principais relacionados a sua natureza que dificultam o estudo das
moléculas pécticas: carater polimérico e presenca de cargas elétricas, que influenciam a
solubilidade, a degradacdo quimica, o comportamento hidrodindmico em disperséo e idnico, na
cromatografia; estrutura polissacaridica heteropolimérica, comportando uma gama variada de
unidades estruturais, com diferentes substituintes, formas, anomerias e tipos de ligacéo, o que
dificulta sua analise estrutural e problemas ligados a extracéo, associados a insolubilizacdo dos
polissacarideos pelo tratamento para inativacdo enzimatica e aos agentes de extracdo e
protocolos de obtencdo com pectinas de diferentes caracteristicas(CANTERI M.H.G, 2012).

O homogalacturonano (HG) e ramnogalacturonano | (RG-I) séo as estruturas principais
da pectina, sendo compostos principalmente de acido Dgalacturénico, L-ramnose e agucares
neutros (FRACASSO, 2015).

3.11.5.5 Caracterizacdo fisica da pectina

3.11.5.5.1 Determinacdo do teor de cinzas e umidade

O contetdo de massa seca da pectina é determinado através da secagem das amostras em
estufa a 105+ 2°C por um periodo de 8 horas. Ja o teor total de cinzas da pectina é determinado
medindo-se o residuo obtido apos incineracdo em mufla Termo Scientific em 650 + 5°C por

um periodo de 4 horas. Todas as analises foram realizadas em triplicatas.

3.11.5.5.2 Teor de acido galacturdnico

O teor de acido galacturdnico é o principal parametro de qualidade da pectina pois, de
acordo com a FAO, um polimero péctico deve apresentar no minimo 65 % de &cido

galacturdnico para ser considerada pectina comercial (MARENDA, F.R, 2015).

Segundo KLIEMANN (2006), o contetdo do acido galacturdnico é determinado a partir
da metodologia proposta por BOCHEK et al 2001), que se baseava na titulacdo
potenciométrica, onde o ponto de viragem é determinado pela variagdo do p", até que atingisse
o valor de 8,5, com potencidmetro Quimis. Ja segundo FILISETTI- COZZI E CARPITA
(1991), onde o teor de &cido galacturbnico “é determinado por leitura colorimétrica em
espectrofotobmetro Hewlett- Packard, modelo 8453, onde a absorbancia maxima em
comprimento de ondas de 525 nm e comparado em uma curva analitica preparada com uma

solucdo padrao de 4cido galacturénico em concentragdes de 0,5200ug/mL.
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Figura 20- Estrutura do Acido Galacturénico

OH

Fonte: KHAN; BIBI; ZEB, 2015.

3.11.6 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier / refletédncia
total atenuada (ATR / FTIR)

Estuda a interagdo da radiacdo eletromagnética com a matéria, sendo um dos seus
principais objetivos o estudo dos niveis de energia de &tomos ou moléculas. Em uma molécula,
0 numero de vibracdes, a descricdo dos modos vibracionais e sua atividade em cada tipo de
espectroscopia vibracional (infravermelho e Raman) podem ser previstas a partir da simetria da
molécula e da aplicacdo da teoria de grupo, tendo como condi¢do a absorcdo da radiacéo
infravermelha, para que haja variacdo do momento de dipolo elétrico da molécula, que €

consequéncia de seu movimento vibracional ou rotacional.
3.11.6.1 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

A base de qualquer espectrometro FTIR € o interferdmetro de Michelson (figura 21).
Nesse sistema, a radiacdo de uma fonte monocromatica hipotética é dividida em dois feixes,
cada um correspondendo idealmente a 50% do original, no "beamsplitter” (divisor de feixe).
Um dos feixes (A) segue em direcdo ao espelho de posicédo fixa no qual reflete de volta para o

"beamsplitter”, onde parte deste feixe reflete de volta para a fonte e parte vai para o detector.

Figura 21- Diagrama mostrando os principais componentes do Espectrofotémetro FTIR
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Fonte: BARCELOS, I. D. 2015.

Portanto, a medida que o espelho movel percorre determinada distancia, um
interferograma ¢é formado. A intensidade da radiagdo que chega no detector, I(5), varia como

uma fungdo cosseno da retardagdo Optica 9.

I(8) = B(v)cos(2md/A)  equacao 1
I(8) = B(v) cos(2avd)  equacgéo 2

E necessario, entdo, que um tratamento matematico, chamado apodizacio, seja feito no
interferograma para que este possa ser convertido em espectro. As duas maneiras mais comuns,

disponiveis na maioria dos instrumentos FTIR, sdo as apodizacdes boxcar e triangular...

A analise ATR-FTIR ¢ usada para identificar os principais grupos funcionais, além de
auxiliar na determinacdo do grau de esterificacdo, na pectina. Para isso é utilizado um
espectrometro Bruker Tensor 27 usando o total atenuado acessorio de refletancia (Platinum
ATR). Os espectros foram registrados na faixa espectral de 4000 a 500 cm™, com resolucéo de

2 cm™ e 20 varreduras.
3.11.6.2 Grau de Acetilacao

Determinado a partir da Metodologia proposta por Ranganna(1977), onde utiliza-se o

método de Titulagdo com NAOH 0,01N com indicador vermelho Fenol.
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3.11.6.3 Espectroscopia de ressonéncia magnética nuclear (1H NMR)

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear esta baseada na medida da absor¢édo
da radiacdo eletromagnética na regido de radiofrequéncia (4 — 900 MHz), por um nucleo
atbmico, com spin diferente de zero, sob a influéncia de um campo magnético. A utilizacdo da
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), bem como a versatilidade dos equipamentos tem
avancado consideravelmente, desde a primeira identificacdo de sinais em um espectro em 1945
por Bloch, Purcell e colaboradores. O fendmeno de ressonancia magneética nuclear esta
relacionado com as caracteristicas intrinsecas dos spins nucleares, e tem possibilitado uma
melhor compreensdo das propriedades fisico-quimicas dos nucleos e das moléculas (LIMA,
V.J, 2008).

Para que ocorra o fendbmeno de RMN é necessario perturbar o sistema atraves da
aplicacdo de um pulso de radiofrequéncia, perpendicular ao campo magnético estatico (LIMA,
V.J, 2008).

A analise de 1H NMR foi usada para elucidar a presenca dos principais grupos funcionais
e ligagdes quimicas presentes na estrutura da pectina, e analisado em Espectrofotdmetro Bruker

Avance 300, operando a 400 MHz com uma sonda de 5 mm.

3.11.6.4 Potencial de Zeta

O potencial zeta € uma medida da magnitude da repulsdo ou da atracao eletrostatica ou
das cargas entre particulas, sendo um dos parametros fundamentais que, sabidamente, afetam a
estabilidade. Avalia a estabilidade da Pectina em solucdo, utilizando o Zetasizer nano Malven
Instruments, onde um volume da amostra é colocado em uma célula capilar DTS 1060 a 25°C,
sendo essa analise realizada em duplicata (RIBEIRO, A.C.B, 2017).

3.11.6.5 Reologia

O estudo reoldgico é realizado em solucBes aquosas de Pectina de concentracGes entre
0,4 a1,0%. O equipamento utilizado é o Redbmetroda TA Instrumento modelo AR 550, com um
sensor do tipo cone-placa (didmetro de 40mm), fluxo continuo de 0,1 a 1000 s e frequéncia de
0,1 Hz a 25°C (RIBEIRO, A.C.B, 2017).
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3.11.6.6 Determinacdo dos Fendis Totais

Os compostos fenolicos sdo compostos produzidos a partir do metabolismo secundarios
dos vegetais e possuem importante papel no crescimento, desenvolvimento, fotossintese e
respiracdo desses organismos (RIBEIRO, A.C.B, 2017). O contetdo fendlico é conhecido como
antioxidante, sendo determinado pelo método descrito por HOSSEINI et al, com poucas
modificagOes, e sdo analisadas em espectrofotometro a 765 nm, construindo-se uma curva
analitica de absorbancia em funcéo da concentracdo de acido galico. Os fendis serdo relatados
em equivalente de acido galico (mg GAE/g pectina).

Neste método é avaliado o teor de fendis a partir da reacdo de oxidacdo do fenol com o
reagente Folin-Ciocalteu, convertendo a cor amarelo-esverdeado em um complexo de cor
azulada. A reacdo é favorecida com o meio alcalino obtido pela adi¢cdo de carbonato de sddio.
O teor de fenois totais foi calculado a partir de uma curva de calibracéo utilizando o acido galico
como padréo (1 a 50pg/mL).

3.11.7 Testes de atividade antioxidante in vitro

Nos dias de hoje da-se grande atencdo ao estudo dos antioxidantes devido,
principalmente, aos efeitos causados pelos radicais livres no organismo. A oxidacéo ¢ essencial
na vida aerdbica e, assim, 0s agentes oxidantes sdo produzidos naturalmente ou por alguma
disfuncdo bioldgica. Radical livre é uma estrutura quimica que apresenta um
desemparelhamento de elétrons em um de seus orbitais, 0 que o torna instavel, muito reativo e
com uma capacidade de se combinar inespecificamente com qualquer estrutura celular. Para
evitar que os radicais livres atuem de maneira prejudicial as membranas biologicas, 0s
organismos possuem um sistema de defesa antioxidante que envolve desde as defesas internas
como, por exemplo, enzimas, até a dieta. O equilibrio entre os agentes oxidantes e as defesas
antioxidantes é vital para a manutencdo do metabolismo celular, uma vez que parte destes
agentes sdo criados endogenamente no metabolismo do Oz (SILVA, A.0,2014).

Um composto antioxidante é aquele que mesmo em baixas concentracdes, quando
comparado ao substrato oxidavel, atrasa ou inibe a oxidacdo dos mesmos. Estes antioxidantes
podem ser enzimas ou micromolélulas advindas do proprio organismo ou da dieta (SILVA,
A.O, 2014).
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3.11.7.1 Formagéo do complexo fosfomolibdénico

Tem como objetivo quantificar a oxidacdo de componentes lipofilicos e hidrofilicos,
sendo possivel identificar a capacidade antioxidante total da amostra. A capacidade
antioxidante da amostra foi expressa em atividade antioxidante relativa (AAR%) em relacdo a
absorbéancia da vitamina C (200 pg/mL em metanol), utilizada como padréo antioxidante para

este ensaio.
A atividade antioxidante total foi calculada pela Equagéo 3: TAA (%)
= [(As - Ab) / (Aaa - Ab)] x100%, onde:Ab= absorg¢éo do branco;

As: absorcdo da amostra; Aaa = absorgéo do acido ascorbico.

3.11.7.2 Atividade sequestrante de radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH)

O DPPH (2,2-difenil-1- picrilhidrazil) € um radical de nitrogénio organico, estavel, de cor
violeta e possui absor¢do maxima na faixa de 512-520 nm. A reducdo do DPPH é monitorada
pelo decréscimo da absorbéancia durante a reacéo. O sequestro de radicais livres € um dos
mecanismos reconhecidos pelo qual ocorre a acdo dos antioxidantes, podendo ser utilizado para
avaliar a atividade antioxidante de compostos especificos ou de um extrato num certo periodo
de tempo (CUPIRA, N.R, 2012).

Figura 22- Esquema da estrutura quimica do DPPH e reagdo com um antioxidante

2 i ~ l . R .
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Fonte: TIVERON, 2010.
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3.11.7.3 Atividade de eliminacdo do cation do radical 2,2 -azinobis (3-etilbenzotiazolina-
6-sulfonico acido (ABTS)

E o método proposto para rastrear e quantificar ingredientes antioxidantes de
rastreamento de produtos naturais (HUFEN MA et al, 2019). Ja se passaram mais de duas
décadas desde um dos métodos antioxidantes mais amplamente usados, medicdo de capacidade
antioxidante equivalente ao trolox melhorada (TEAC), foi inventado. Este ensaio aplica o cétion
radical ABTS « + (2,20 azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-4cido sulfénico) como um radical
modelo e difere da versdo inicial do ensaio TEAC em um iniciador radical-persulfato de
potassio (PP) em vez de metamioglobina / H202. Um artigo publicado recentemente traz uma
visdo geral dos ensaios ABTS / TEAC. ABTS + antioxidante a base de cétion radical.,
abordagens de capacidade, incluindo diferentes métodos de geracdo ABTS, estratégias de
quantificacdo e desenho experimental, entre outros, bem como uma consideravel coleta de
dados de valores TEAC obtidos usando o cromogénio ABTS (IGOR R. ILYASOV, 2019).

Pode-se afirmar com seguranca que o ensaio ABTS / PP mede apenas a capacidade
antioxidante, ndo estima a reatividade antioxidante ou as taxas de inibi¢cdo simultaneas, e tem
algumas deficiéncias (IGOR R. ILYASOV, 2019).

3.11.7.4 Atividade de eliminacéo de radicais de 0xido nitrico (NO)

Os métodos sequenciais geralmente sdo baseados na determinacédo espectrofotométrica,

do ion nitrito via reacao de Griess.

Os métodos espectrofotométricos sao os mais amplamente utilizados na determinacdo dos
fons nitritos e nitratos, devido aos baixos limites de deteccdo e simplicidade. Sendo mais
utilizada a reacdo de Griess, na qual o ion nitrito reage com a sulfanilamida em meio acido
formando um sal de diazdnio que reage por acoplamento com cloridrato de N-(1-naftil)
etilenodiamina (NED) formando um diazo composto, conforme apresentado na Figura 1, de
coloracdo vermelha que apresenta um maximo de absorcdo em torno de 540 mm (SANTOS,
L.O, 2013).

Figura 23- Mecanismo de reagdo envolvida no método de Griess
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Fonte: Quim. Nova, Vol. 29, No. 5, 1114-1120, 2006.

3.12 APLICACOES DAS PECTINAS

Polimeros amplamente utilizados como agente gelificante, emulsificante e estabilizante
nas induastrias alimenticias (na producdo de goma, geleias, produtos lacteos, entre outros)
(CANTERI MHG, 2012) e com aplicagdes crescentes na industria farmacéutica (como fibras
dietéticas soltveis com efeitos benéficos na reducdo dos niveis de colesterol, lipoproteinas e
acidos biliares) (Piedade J et al, 2003; Hur SJ et al, 2013). As substancias pécticas podem estar
presentes na formulacdo de medicamentos associadas a polimeros naturais ou sintéticos, como
material de revestimento de formas farmacéuticas e em sistemas terapéuticos especificos,
naturais ou como compostos derivados, facilitando a liberacdo de farmacos devido a sua baixa
toxicidade, baixo custo e alta estabilidade (OLIVEIRA, F.S, 2019).

A pectina é um polieletrélito e tem sido extensivamente usada em varias aplicacdes
industriais como embalagens, revestimento (ou filmes de protecdo para transporte) e diferentes
outros materiais. Tem ainda sido usada para fabricacdo de dispositivos para liberacdo
controlada de farmacos, encapsulamento de farmacos com atividades farmacoldgicas, em
industrias de alimentos como geleificantes, estabilizante, espessante, emulsificante,
texturizador, e também utilizada na area de biomateriais para producao de matrizes poliméricas
e filmes (OLIVEIRA, JAINE, 2019). Em infusdes e decocgdes, as pectinas, bem como outros
polissacarideos com caracteristicas mucilaginosas, tém como efeito reduzir a irritacéo fisica ou
quimica. Desta forma, as pectinas exercem, assim, uma acdo favoravel contra as inflamacées

das mucosas, especialmente as das vias respiratdriase digestivas. Como uso tdpico, utiliza-se
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como cataplasmas, por conservarem por mais tempo o calor Umido. Também atuam
indiretamente como laxativos, por absorverem grande quantidade de agua, evitando o
endurecimento das fezes (SEYFRIED, M. et al, 2016).

3.13 PAREDE CELULAR VEGETAL

A parede celular vegetal compreende uma estrutura complexa e dinamica que executa
uma série de funcbes essenciais. Essa estrutura estabelece o tamanho e a forma final da célula,
exerce a comunicacao intercelular e ainda desempenha importante papel na interacao de plantas
com microrganismos — agindo na defesa contra possiveis patdgenos e variacOes adversas
ambientais (CAFFALL & MOHNEN, 2009). Além disso, sua estrutura € continuamente
modificada para acomodar os estadios de desenvolvimento da célula e as condigdes ambientais
(CAFFALL & MOHNEN, 2009).

Os polissacarideos e glicoconjugados presentes na parede celular vegetal tém sido bem
caracterizados estruturalmente. A parede celular vegetal consiste em uma porcao microfibrilar,
formada por celulose, que € seu principal componente (KEEGSTRA, 2010). Além da celulose,
a parede celular vegetal contém varios polissacarideos, localizados na matriz extracelular, os
quais sdo, em geral, agrupados em duas principais categorias: (1) hemiceluloses e (2) pectinas
(KEEGSTRA, 2010).

A parede celular vegetal também contém muitas proteinas e glicoconjugados, incluindo
varias enzimas e proteinas estruturais. Como exemplo, podem ser citadas as arabinogalactana-
proteinas, moléculas estruturalmente complexas, encontradas na membrana plasmatica e na
parede celular vegetal, as quais apresentam importantes funcfes em processos de

reconhecimento e sinalizacdo celular (ELLIS et al. 2010).
3.13.1 Celulose e hemiceluloses

A celulose consiste em cadeias de monémeros de glucose (Glcp) na configuracdo D, com
ligacGes glicosidicas do tipo B-(1—4), que formam polimeros lineares e insoliiveis em agua
(KEEGSTRA, 2010). As cadeias lineares interagem entre si, através de ligacdes de hidrogénio,
formando microfibrilas longas e cristalinas (KEEGSTRA, 2010). Essa estrutura é resistente a
grandes tracOes e representa cerca de 20% a 30% da matéria seca da parede celular primaria,
podendo ocupar até 15% dessa regido em volume, enquanto que, em paredes celulares

secundarias, pode atingir de 40 a 90% do peso da biomassa dessa estrutura (PEREZ &
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MAZEAU, 2005). As hemiceluloses compreendem um grupo heterogéneo de polimeros que
apresentam uma cadeia principal composta por unidades de glucose (D-Glcp), manose (D-
Manp) ou xilose (D-Xylp) B-(1—4), ligadas em configuragio equatorial no C1 e C4 (OCHOA-
VILARREAL et al. 2012). A classificacdo das hemiceluloses € feita de acordo com o
monossacarideo majoritario presente na cadeia principal. Dessa forma, os principais tipos de
polissacarideos encontrados nesse grupo incluem as xilanas, as arabinoxilanas, as
galactomananas, as glucomananas, as xiloglucanas, as mananas e as f-(1—3,1—4) glucanas
(SCHELLER & ULVSKOQOV, 2010). As hemiceluloses estdo presentes no meio extracelular,
conectadas, através de interacdes moleculares, com as microfibrilas de celulose, formando a
matriz da parede celular. Entretanto, esses polimeros, ainda podem atuar como moléculas
sinalizadoras ou como precursores delas, sendo possivel, também, agir na forma de substancias
de reserva (SCHELLER & ULVSKOV, 2010).

A pectina comercial ATM (Alto teor de metoxila¢do), vem sendo utilizada como agente
gelificante na elaboracéo de geleias e compotas, agente espessante, floculante, estabilizador,
em confeccOes de bebidas de frutas e dieteticas, em glacés e recheios de produtos de
panificacdo, além de molhos para saladas, e substituto de gordura na producdo de manteiga,
margarina, paté, etc (SMITH e HONG-SHUM, 2003). A pectina de baixo teor de metoxilacéo
(BTM) é utilizada na formulacdo de doces em massa de baixo valor calorico (light)
(CHRISTENSEN, 1986). Além do uso em industria alimenticia, a pectina tem aplicacdes na
industria farmacéutica, onde atua principalmente como uma espécie de fibra alimentar
reduzindo os niveis de colesterol LDL (lipoproteinas de baixa densidade) no sangue.
MIETTINEN e TARPILA (1977), reportaram uma reducdo de 13% no nivel do colesterol de
pessoas de varias idades com uma dieta de 40-50 g/dia de pectina durante duas semanas.
JENKINS, NEWTON et al. (1975), também obtiveram resultados significativos na reducdo de
colesterol (12-18%) com uma dieta de 36 g/dia de pectina durante duas semanas de tratamento.
(VASCONCELOQS, J.C.B, 2019). Estimula a resposta imune, além disso, as pectinas agem de
forma profilatica contra envenenamento com cations toxicos, como os metalicos. Outra acédo
importante acdo das pectinas é a redu¢do do tempo de coagulacdo. Em virtude da sua capacidade
de reter liquidos, as pectinas promovem a sensacdo de saciedade o que diminui 0 consumo de

alimentos auxiliando no emagrecimento (SILVA, A.S, 2014).
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3.13.2 Esterificacéo da pectina

As pectinas possuem a propriedade de formar gel quando entram em contato com a agua,
porém, esse processo depende de alguns fatores, como, pH do meio, temperatura, presenca de

fons, concentracdo de agucares e grau de metoxilacédo.

O grau de esterificacdo é considerado um pardmetro que caracteriza 0s polimeros de
pectina, ja que é especifico de cada planta, além de ser influenciado pela degradacédo da pectina
durante o amadurecimento de frutas e vegetais, pela acdo da enzima pectinesterase, e
influenciado pelo processo de extragdo. O valor de cada polimero para o grau de esterificacdo
representa a quantidade de seus grupos carboxila da cadeia principal de &cido galacturénico que
se encontram esterificados com grupo acetil ou mais comumente com grupo metil. Pectinas
classificadas como de alto grau de esterificagdo formam gel em pH &cido (< 3,5) e na presenca
de acucar; ja as pectinas consideradas de baixo grau de esterificagdo formam gel em valores
mais altos de pH e na presenca de ions divalente, como o Ca2+. A formacdo de gel ocorre
quando a cadeia de acido galacturénico interage com a &gua formando estruturas
tridimensionais mantendo-a presa em sua estrutura. Quando as interagcdes sdo suficientemente
estaveis ocorre a formacao e manutencao do gel (YAMASHITA, B.B.V.G, 2017).

O grau de metoxilacdo (GM) € a razdo entre 0s grupos carboxilas e carboxilatos presentes
na estrutura da pectina (KIM et al., 2016; HOSSEINI et al., 2016; GUO et al., 2015). De acordo
com o grau de metoxilacdo apresentado, as pectinas podem ser classificadas como sendo de alta
metoxilacdo (GM>50%) e de baixa metoxilagdo (GM <50%). Pectinas com alto grau de
metoxilacdo formam geis na faixa de pH 2,5 — 3,5 e necessitam de grandes quantidades de
acucares no meio (55 — 75%), formando géis por ligacGes de hidrogénio e interacGes
hidrofobicas que ocorrem entre os metil-ésteres. Ja as pectinas de baixa metoxilacdo formam
gel em pH 3 — 4,5, ndo necessitam de grande quantidade de acUcar, mas sendo imprescindivel
a presenca de ions bivalentes, como o Ca*™. O mecanismo proposto para a geleificagdo da
pectina de baixa metoxilagdo baseia-se no modelo “caixa de ovo”, com formagdo de redes de
gel através de ligacbes cruzadas idnicas com cations divalentes, normalmente célcio.
(VERONOVSKI et al., 2014; ESPITIA et al., 2014).

A pectina possui diversas aplicagdes sendo bastante utilizada pela industria alimenticia e
farmacéutica. E utilizada para prevenir a flotagdo em produtos derivados de frutas, garantir

estabilidade proteica, além de proporcionar melhorias na textura e maciez do alimento junto ao
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aumento do volume. Quanto aos efeitos farmacologicos, as substancias pécticas atuam

beneficamente no equilibrio hidrico e na motilidade intestinal (CANTERI et al., 2012.

A pectina do mesmo modo pode ser aplicada na producdo de diversos produtos como
biofilmes, adesivos, espumas e plastificantes, além de materiais para implantes biomédicos e
liberacdo de farmaco (CANTERI et al., 2012), o que justifica maiores estudos e pesquisas a

respeito de suas propriedades terapéuticas.

4 MATERIAL E METODOS
41 COLETA DO MATERIAL VEGETAL

As folhas de Crataeva tapia na fase adulta foram coletadas em janeiro de 2020 no local
da Cidade Universitaria, Recife, Brasil (8° 2'50.312"'S, 34° 56' 58.364 "W). Foram selecionadas
cerca de 100 folhas verdes e saudaveis em trés locais diferentes; folhas visualmente intactas,
livres de pragas, doencas ou cor alterada. Uma amostra de voucher foi levada para ser
identificada pela professora Marlene Barbosa e apés a identificacdo, foi depositada no Herbario

Geraldo Mariz da Universidade Federal de Pernambuco sob o nimero 87511.

4.2 OBTENCAO E CARACTERIZACAO QUIMICA DA PECTINA: EXTRACAO DE
PECTINA

Para extracdo de pectina, as folhas de C. tapia (100 g) foram submetidas a uma extracao
aquosa, na proporcdo (g / mL) de 1: 1 em 2 L de tanque agitado a (60 ° C / 1200 rpm / 4 h). O
liguido obtido nas etapas de extracdo foi sujeito a precipitacdo com etanol a 100%. O

precipitado de pectina sélida foi seco a 70 ° C durante aproximadamente 24 h.
4.3 CARACTERIZACAO QUIMICA DA PECTINA USANDO ATR-FTIR

A analise por espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) de C.
tapia pectina foi realizada em um espectrometro Bruker Tensor 27 usando o acessorio de
refletdncia total atenuado (Platinum ATR). Os espectros foram registrados na faixa espectral de

4000 a 500 cm-1, com uma resolucéo de 2 cm-1 e 20 varreduras.
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4.4 ENSAIOS ANTIOXIDANTES

Diferentes ensaios antioxidantes foram realizados usando concentragdes decrescentes de
pectina (1000 a 3,9 ug / mL). A atividade antioxidante total (TAA), a atividade de sequiestro de
radicais livres de DPPH, a atividade de eliminagdo de cations de radicais ABTS e o teste de
eliminacdo de radicais de 6xido nitrico foram realizados de acordo com Cruz-Filho et al.
Protocolos (2019). Para determinacdo do poder redutor, cada concentracdo de pectina foi
misturada com tampdo fosfato (2,5 mL, 0,2 M, pH 6,6) e ferricianeto de potassio (2,5 mL, 1%,
p / v), incubados a 50 °C por 20 min, para descubra a concentragdo de ferrocianeto férrico,
segundo Aadil et al. (2014) protocolo. Para a atividade quelante de ferro (Fe2 +), cada amostra
de pectina foi misturada com metanol e FeCI2 (250 mM), incubada a 25 °C por 10 min e, em
seguida, foi adicionada ferrozina (2 mM) a esta solucéo (Barapatre et al., 2016) . A capacidade
quelante de Fe2 + foi apresentada em% quelante e calculada da seguinte forma: Fe2 +
capacidade quelante (%) = [AO - (Al - A2)] / A0 X 100 onde AO representa absorvancia do
controle, Al para absorvancia das amostras ou padrdo e A2 para absorvancia do branco. O
EDTA foi usado como referéncia. Para todos 0s ensaios, 0 acido ascorbico foi utilizado como

padréo.

45 ENSAIOS CITOTOXICOS E IMUNOLOGICOS: PREPARACAO, CULTURA E
ESTIMULACAO IN VITRO DE PBMCS

O isolamento de linfocitos e mondcitos das células mononucleares do sangue periférico
(PBMC) foi realizado de acordo com Melo et al. (2011). Os protocolos experimentais foram
aprovados pelo Comité de Etica da Universidade Federal de Pernambuco. As amostras de
sangue foram coletadas somente depois que todos os voluntarios assinaram um “Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido”. Apods trés centrifugagdes, as células foram contadas em
uma camara de Neubauer, utilizando a solucdo de azul de tripano. As células foram usadas
apenas quando a viabilidade era> 95%. As PBMCs foram cultivadas em meio RPMI 1640
suplementado com soro fetal bovino a 10% (p / v) em placas de 24 pocos a uma densidade de
106 células / pogo. Para analise de viabilidade, as células foram tratadas com a pectina em

diferentes concentracdes e o estimulo foi mantido por 24 h.
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4.6 ANALISE DE CITOTOXICIDADE

Como o PBMC foi tratado por 24 horas e a morte celular foi analisada com o iodeto de
propidio de acordo com o protocolo descrito por Santos et al. (2018). Uma citometria de fluxo
foi realizada na plataforma FACS Calibur (BD Biosciences-EUA®) e os resultados foram
analisados no Flowing Software 2.5.1®

4.7 MEDICAO DE CITOCINAS E PRODUCAO DE NITRITOS

As citocinas e nitrito foram quantificados em sobrenadantes de culturas PBMC tratadas
com a pectina (10 pg / mL) por 24 horas de incubagdo. A avaliagdo das citocinas foi realizada
usando o kit de citocinas Thl / Th2 humano Cytometric Bead Array (CBA) (BD Biosciences-
USAL]) para deteccdo das interleucinas IL-2, -4, -6, -10, TNF-o e IFN- y como descrito por
Santos et al. (2018a). Os dados foram adquiridos na plataforma FACS Calibur (BD
Biosciences-USA) e os resultados foram analisados no Flowing Software 2.5.1(1. A
concentracdo de nitrito foi estimada pelo método de Griess (Ding et al., 1988). Uma curva
padrédo (y = 0,007x + 0,0256 / Rz =0,9978 / 3,12-400 pumol) foi encontrada no ensaio. A leitura
foi realizada em um espectrofotdmetro de microplacas (Thermo Scientific Multiskan FC[J,
Waltham-EUA) a 595 nm.

4.8 ENSAIO DE IMUNOFENOTIPAGEM

Os ensaios de imunofenotipagem linfocitaria foram realizados de acordo com Santos et
al. (2018). Os anticorpos monoclonais utilizados foram anti-CD4-PerCP e anti-CD8-FITC
(BD®). A citometria de fluxo foi realizada em uma plataforma FACS Calibur (BD Biosciences-

USA®) e os resultados foram analisados usando o Flowing Software 2.5.1®.
4.9 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados apresentados neste estudo correspondem a média de trés repeticdes + desvio
padrdo da média. A analise estatistica foi realizada através da analise de variancia e as
diferencas significativas entre as médias foram determinadas pelo teste de Tukey, ao nivel de
5% de probabilidade (P <0,05), e todos os resultados foram analisados usandoo Flowing
Software 2.5.1®.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
51 ATIVIDADES ANTIOXIDANTES IN VITRO

A atividade antioxidante foi determinada pela capacidade dos antioxidantes presentes nas
amostras de eliminar os radicais livres e determinada através dos ensaios de DPPH,
sequestrando os radicais peroxidos, ABTS, AAT, AQ, AR e NO. Os testes ndo mostraram E50
(concentracdo em que 50% do radical é capturado). A pectina apresentou capacidade
antioxidante moderada para os testes ABTS, DPPH e TAA, 41,16 + 0,30, 25,9+ 0,01 e 20,4 +
0,20% (0,5 mg), respectivamente (Tabela S1).

Table S1. Antioxidant activity of pectin at concentrations of 300 g / mL.

. Pectin Ascorhic acid
MO 07105 o) % (0.5 pg'ml)
TAA 2042020 100 0.00
ABTS 41162030 9047034
AQ ND 80.3£0.10
AR ND 76.30 090
DPPH 2592001 91.05£0.17
NO 76193 9542080

idnzapping (F20) D D

ean = deviation
ND: Not detected

A atividade antioxidante promovida por diferentes pectinas esta diretamente relacionada
a sua estrutura quimica, ou seja, a composicdo dos monossacarideos, teor de &cido
galacturdnico, peso molecular, tipo de elo glicosidico da cadeia principal, grau de esterificacéo,
flexibilidade das configuracdes de além da presenca de compostos fenélicos provenientes do
processo de extracdo. Outros autores descobriram que as pectinas podem ser usadas como

agentes antioxidantes.

Vaérios estudos mostram que as pectinas sdo amplamente descritas por seu potencial
antioxidante (NUZZO, et al. 2020; MOREIRA, et al. 2008). Semelhante aos nossos resultados,
as pectinas isoladas das passas de batata Daucus carota e Ipomoea sdo relatadas na literatura
por apresentarem capacidade antioxidante (ENCALADA, et al. 2019; OGUTU e TAI-HUA,
2017).



70

A pectina apresentou capacidade antioxidante moderada para os testes ABTS (41,16 +

0,30), DPPH (25,9 + 0,01 ) e TAA( 20,4 + 0,20% )(0,5 mg).

5.1.1 Analise do espectro do FTIR e do RMN do 1H
5.1.1.1 Espectro FTIR para a pectina das folhas de Crataeva tapia

0.05

Absorbance (a.u)
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5.1.1.2 Espectro de RMN de 1H para pectina extraida de folhas de Crataeva tapia.
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5.2 CITOTOXICIDADE

A citotoxicidade in vitro mostrou que a pectina, mesmo nas concentragdes mais altas,
ndo induziu morte celular significativa. Os resultados de citotoxicidade, expressos como
porcentagem de células vivas, mostraram que mais de 85% das PBMCs humanas
permaneceram vivas apos o tratamento ser observado no Gréfico 1. Com base nesse resultado,
optamos por utilizar a concentracdo de 10 pg / mL para testes imunoestimulantes. Estudos
disponiveis na literatura mostram que, como pectinas isoladas, elas ndo apresentam um perfil
de toxicidade contra células animais (Costa, et al. 2016), corroborando nossos resultados com
os estudos relatados por LEFSIH, et al. (2018) e LIONEL et al. (2016) mostraram que a pectina
Opuntia ficus, indica e a Citrus pectina ndo apresentam um perfil de citotoxicidade na cultura

normal de células animais.

Graéfico 1: Viabilidade de PBMCs em humanos tratados com pectina de folhas de C. tapia em diferentes
concentragdes. A pectina ndo promoveu morte celular significativa. As barras verticais representam a média de

dois experimentos independentes realizados em quadruplicata.
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Os resultados de citotoxicidade mostraram que mais de 85% das PBMCs humanas

permaneceram vivas apos o tratamento.
5.3 CITOCINAS, PRODUCAO DE NITRITOS E IMUNOFENOTIPAGEM

A producdo de citocinas foi determinada para investigar os efeitos imunoestimuladores
promovidos pela pectina (10 pg / mL) em culturas de células. Entre as citocinas dosadas, a
pectina foi capaz de induzir apenas a producdo de IL-6, 1I-10 e TNF-a em niveis significativos
(Gréfico 2). O resultado da medida dos niveis de NO, bem como as citocinas IFN, IL-2 IL-4 e
IL-17, ndo apresentaram resultados significativos. Além disso, o0s resultados da
imunofenotipagem mostraram que a pectina induziu a ativagdo de uma resposta CD8 +

significativa (Grafico 3).
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Gréfico 2: Efeito imunoestimulador da pectina de folhas de C. tapia em PBMCs humanos culturas em 24 h de

incubacdo. As barras verticais representam a média de duas experimentos realizados em quadruplicata.
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Entre as citocinas dosadas, a pectina foi capaz de induzir apenas a producao de IL-6, II-

10 e TNF-a em niveis significativos, porém ndo houve producdo significativa das citocinas

IFN, IL-2 IL-4 e IL-17.

Grafico 3: Ativacdo de T CD4 *e T CD8 *subconjuntos de linfocitos por pectina de folhas C. tapia. A contagem
total de linfécitos mostrou que o subconjunto de linfécitos T CD8 * tem um valor superior em relacdo as células
controle (p = 0,0468). As barras verticais representam a média de trés experimentos independentes realizados em
duplicata.
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Os resultados da imunofenotipagem mostraram que a pectina induziu a ativacdo de uma
resposta CD8 + significativa.
De acordo com LIM et al. (2003) a pectina (de ma¢d) aumentou a proporcéo de linfécitos

T CD8 in no MLN (linfonodo mesentérico). O estudo desenvolvido por Freire, et al. (2018)
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mostraram o papel dos linfocitos CD8 + no processo inflamatorio e na cicatrizacdo, atuando em
conjunto com os linfocitos Treg.

Varios estudos descrevem que as pectinas podem atuar no sistema imunoldgico, podendo
modular as respostas imunoldgicas de acordo com as citocinas produzidas (SEYFRIED et al.,
2016; VARELLA et al, 2001). Nos testes imunoldgicos, os resultados mostraram que a C. tapia
pectina foi capaz de estimular uma resposta celular in vitro, produzindo em niveis significativos
as citocinas IL-6, IL-10 e TNF-o, caracterizando um efeito pré-inflamatério. perfil, no entanto,
apresenta uma resolucéo pré-cura (RODRIGUES, 2017). Corroborando com nossos resultados,
a pectina das folhas de Plantago major possui propriedades pro-cicatrizantes, além de ter um
efeito mitogénico nos macrdfagos (células envolvidas nos processos de cicatrizagdo) e estimula
a producgdo de TNF-a e IL-6 (SAMUELSEN, 1998; MICHAELSEN et al. 2000). De acordo
com VARLJEN, et al. (1989), é relatado que a pectina das folhas de Calendula officinalis tem
caracteristicas curativas e promove a atividade fagocitica nos granulécitos. Além disso, as
pectinas das mais diversas plantas tém sido utilizadas em formulagcdes farmacoldgicas, como
por exemplo, as membranas poliméricas (uma base de pectina) desenvolvidas por BASILIO
(2018), que induzem a migracdo de fibroblastos para a area lesada, promovendo o reparo de o

mesmo, 0 que leva a acreditar que as pectinas atuam na ativacéo dessas células.
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6 CONCLUSAO

A pectina extraida da C. tapia promove atividade antioxidante e imunomoduladora,
estimulou predominantemente um perfil pré-inflamatério, porém possui resolugdo pro-
cicatrizante em culturas de PBMCs humanas in vitro.

O estudo demonstrou que as pectinas possuem um potencial antioxidante, comparado
com pectinas extraidas de outras espécies de plantas.

A citotoxicidade in vitro mostrou que a pectina, mesmo nas concentragdes mais altas, ndo
induziu morte celular significativa.

A pectina foi capaz de induzir a producgéo de IL-6, I1-10 e TNF-a em niveis significativos
O resultado da medida dos niveis de NO, bem como as citocinas IFN, IL-2 IL-4 e IL-17, ndo
apresentaram resultados significativos. Além disso, os resultados da imunofenotipagem
mostraram que a pectina induziu a ativacdo de uma resposta CD8 + significativa.

Os resultados podem ser preditivos para um futuro estudo utilizando as folhas pectinadas

de C. tapia como um agente estimulador celular em formulacGes fitoterapéuticas.
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

Novas investigagcbes serdo realizadas para verificar ou conferir sua potencialidade
terapéutica inovadora, baseado nas informagdes de sua utilizagéo de uso popular.
Nas proximas etapas iniciaremos os estudos “in vivo” e colocaremos 0s protocolos que

serdo definidos pela professora Dra. Maria Tereza dos Santos Correia.
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ABSTRACT

i jpective: This stedy sims to analyze pectn isodaied from . wpio beaves regarding iis
mtioidant, cyioioxic and Enmunomodulsior profile. AMethodology: The pectn
exiraction method was coried ool by different orgemic spenis. A fer obiining te peciiomn,
the aniioxidant sciivity wos deiemuined by the abiliiy of the sstioxidanis present in the
samples 1o eliminme free redicals and determined through the DFPH assoys, sequesienng
of peroxide mdicals, ABTS, AAT, AQ, AR aond KO In addition, cviotoxic,
immunomodulaiory and immenophenotyping assays were performed (flow cytometry
malvs) Resalts: The Pectin showed modemie sstionidant copacity for ABTS, DFFH
md TAA assays, 41.06 = 030, 259 + 001 ond 389 = 001 % 03mg respectively. [n
pddition, the pectin did noi effect splenocyies viability oi 10 pg'ml. ond promoted ihe
production of [L.6, IL-10, snd THF-2 cyiokines, and induced the sctivation of o
significomt CDE + response. Cenclusben: The pectin of . e showed encioxidaed
petivity amd wene oble o induce imsmunosiisvalsory sction in humm PEMCs caliures in
wiIFs

Keywards: Procimdlammaiory profile, Cyiotoxic T hamphooye (CDE), Healing,
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1. INTRODUCTION

Plamis are ingportant banks of natural resources and directly exen great infleence on
comiemporary sockery. In panticalar, because aliemative methods of tremmeni of vanowes
human pathologies com be used (Yoam et al, 20016) Therefore, & vaned source of
biclogicall y active mabam] products, masy of which are models forthe synibesis of a large
numsher of dnags. Despiie the imcrease in stodies in this area, the availahle daia reveal tha
caly 15 to 17 of the plants were stadied for their medicina potential (Barmeine et al,
201 9.

The plant cell wall consists of strecpemnl polysaccharides such as hemicellubose, lignin
mnd pectin. These three types are represented on almost all vegeinble cell walls in varving
propomions, giviss grester of |esser stiffness dependisg om iis kocation in the plant body
(Mohnem eq al., J00E). The chemical components that comespond o most of the pectin
marienal are a-D-galecronic acd linked o 1'4 emenfiod with methanol. Pectins are the
matrix in which celluloss micrafibrik are mcorporated. [meractions berween diffepem
polysacchandes encare the stromg but dynamic and flexible properties of the cell wall
(Harholt e &l , 2010}

In the Capparsceae family there are approximaiely 36 genes and 6310 species, spread
in the tropical and subtropacal regions of all over the world. Among the species, Crasseva
napw'e stands out, popularly bnoam as “trapid”™ or “cabaceinm” [(Ssond, 19410 h's a kind of
tree, being the only member of the momotypic gemes, native io the Amenicas. Ii's a
comnmon species in dry foresis and aress with sandy soils. especially berween Mevioo mmd
the Amazon In several siudies conducted with leaves of O rapée, revealed acivities
nFairct gainea wonms and malona. being also a releymmt anti-inflansmarory [ Lecena et al.,
2007}

An imporiemt macromolecule solaved from O wgpis is beotin Crate®] (lectin isolaied
from the bark of  mpéa) with vanous sctivities, smong them, sinnd out: antipemar;
mntinscrobizl; and insecticide (De Aradjo & al.. 2011 and 2012) However, there is Bo
cther macronsolecule wolated from any other organs of the plani. Thinking, this sbedy
mims o malyze pectin iselated from . apia beaves reganding its annonidast, oyvbodoxic
md  imeremcanodulmor  profile. As well the presemtation of its physicockemical
cha ractenention.
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2. RESULTS AND DISCUSSHN
2.1. Angloxkdant activities o wirs

The antioxidamt activity wos determimed by the ability of the antiondants presest
the samples o eliminate free mdicals and determimed dwough the DPFPH mcays
sequestering of peroxide rmdicals, ABTS, AAT, AC), AR and MO, The tesis did mot show
E50 (Concenmation where $(s of the mdical i capured). The Pectin showed modenmie

mntioxidant capacity for ABTS. DPPFH and TAMN sscays, 41,16 = 030, 239 + (01 ond
239+ 0001 % 0 8mg respectively { Toble 51 Several stadies show that pectins are widely

deseribed for their ancionidant polestial (Nuzzo, et al. 2020; Moreim, e al 208 ). Similar
t our results, e peciins isolaved from the misies of Sawcus corne end Jpamoaes posarmes
mre reported in dhe livembare for presenting antioxidan capacity (Encalada. & al. 2019,
Oguiu amd Tai-Hua, 300 7)

2.2.Cytatonbelty

M vire cyutoxicity showed tha peotin. even ai the highest concenmanors, did
not induce sigmificant cell death. The cyuoonicity resalis, expressed e % of alive cells,
showed that neore than 33% of human PEMCs remained alive afier meamsent can be seem
in Figare 51. Based in this result, we choice used the 10 pyg'ml concentranom for
invmunosiomalan esis. Studies available in the lierasore Show that &< isolsted pectins
they do not have & toxicity profile agaims snimal cells (Costa, et . 3016). coroborating
our resuls from the ssadies reponted by Lefsih, et al (2018) and Lionel, et al. (201é6) they
showwed that the pectin Opsria flens-imaoa and the Citnes pectin does ot present o
cytoinxicity profile in nommal animal cell culture.

23 Cyrekimes, nitriie predection and immusoplosonpleg

Production of cyiokines were dewermined e investigase the mnmunostimulaiory
effecis promoted by pectm (10 pg'ml) m cell cubures Amomg the dosed cviokines,
pectn was shle o imdece only the production of IL<6, 110 and TNF-x ot significa
levelks [figore 5F) The resalt of the messurement of MO levels, o well &5 the cywloines
IFM, [L-2 [L-4 end IL-1T. did not show sigmificend results. In sddition. the
immunophenotyping resulis showed that pectin mdeced the activation of a significant
D4 = response | figure 531
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According w Lisn, &1 &l {5003} pectin | from apple) increased the proporon of COE
= T lymphocytes in MLM {mesenienc lymph node ). The siudy developed by Freire, et al

[2018) showed the mle of COE + hmphacytes im the inflansmarory process and healing,
nctig in companction with Treg lymphocytes.

Several smdies describe thet pectins can sct on the mmune systeny, being sble o
modulaie imwnune responses acoording 1o the cyiokines produced (Seyfioed et al., 2006
Warella etal. 2001 ). In the inemesalogical 1esis, the resalis of this showed that the . rapla
pectin wis oble 1o stimmlae o cellular resporse in vitro, producing ot significant levels
the cytokimes [L-t [L-10 and THF.2, chamcerizing a pro-mflemmaory peofile,
however, present a pro-bealing resolutvon |Rodrigues, 2017) Cormoborating with our
resalhts, the pectin of the leaves of Mlannage safor hes pro-healing properties, s well =
having 8 mitogenic effect on nacorophages (eells mvolved in the healing processes) and
stimulmies the prodection of THF-z and 1L-& (Samudsen, ot al. 1995 Midaclsen, o ol
2004y, According to Vardjen. e al. (1989), the pectin from the leaves of Calewdula
officinalis is reponed o have bealing cdharscienstics and promotes phagooyvtic activity in
granubocytes. In sddition. the pecting of the most diverse plams have been used i
phamacological formulations, & an exmmple, the polymene neembranes (o pectin base )
developed by Basilio (2000 8), which induced the migration of fibroblasis 1o the injared
mrea, promoting repair of the same, which beads vo believe that pectins &t in the scovaton
of these cells.

J. EXPERIMENTAL
Inchedes experimeninl secoon

4. CONCLUSION

The  mpe pectin promotes stioxbdant and  inwesomodulmory  activicy,
predomuinantly stimulating o pro-inflammmory profile, however it has a pro-healing
resobation in human PEMCs cultures in varo. The resahs can be predictive for the fubare
stody usimg the pectingied leoves of O rapir s a celbolor stimalareg agent i
phywtherapeutic fomyalarions.
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ABSTRACT

(b jective: This stedy sians to analyre pectim isclaied from . sapia beaves regarding its
onticxidam. cyioloxic and mmunomoedulster profile. Methodology: The pectim
extraction method was camed ow by different orgamee agenis. Afber obtammg the pectim,
the amioxsdant sctivity wis delermuinad by the ability of the ssnoxidanis present in the
samples o elminae free radicals and delemumed through the DPFPH assays, sequesicnng
of peroxide madicals, ABTS, AAT, AQ, AR and WO, In adddion, cytesoxic,
immunomodulaiony and immesophenolyping assays were performed (flow cyomery
malysis). Resmlis: The Pectin showed modemie ssticxidam copacity for ABRTS, DPPH
mned TAA assays, 4116 = 030, 239 = 001 ond 239 £ .01 % 0 3mg respectively. In
nddition, e pectin did not affect splenocyies viability ot 10 pg'ml. nd promoted the
peoduction of [L-6, IL-10, and THF-2 cyiokines, and induced the activation of a
sigmificomt T + response. Cenclusben: The pectin of O mapde showed antioxidam
pcbnviiy amd were able o induce mmunosiaralscry action in human PEMCs caliures in
wirr.

Keywards: Pro-mflammsiory profile, Cyviotoxic T hanphocwe (CDE7), Healing,
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SUPPLEMENTARY MATERIAL
Colleerton of plant suaterial

Crxtaeva rapla leaves m adult stage were colleciad in Janeino 300 m the |ocanon
of Chdade Umiversivinia, Recife, Braxml (8° 2" 3003127 5, 34° 56" 38 3647W) i was
selecied greem and heslthy leaves, that is visuslly inisct, free of pesis, diseases or slieped
color. A voucher specimen was sdencified by Marlene Barbosa and i deposived in the
Herbanam (Geraldo Manz of the Universidade Federal de Pernambeeco.

Otratwimy aad clhessicsl characteriaton of pectia
Pretia enracdon

For pecom exiraction, the beaves of O fapla (10 g), wes submibied one aqueses
extraction. in proportion (gml) 1:1 in2 L stirred tand o {60°C 1200 rpos’ 4 b, The: ligasd
chinined im the extrocion steps was subjected o precipiiation with ethanol 1% The
sodid pectin precipitated was dned & T0C for approximaiely 24 b

Chemical characrerizarion of peerin using ATE-FTIR

Fourier transform infrared spectroscogy (FTIR) analysis of © apig pectin wis
perfomed on & HBraker Tensor 27 spectrometer using the aitenusted woial reflectance
pccessory [ Mlanmem ATR ) The specira were recorded in the speciral rasge from 4000 o
b w1, winth & resoluion of 2 o= and 20 scans.

Anrtaxidant assays

Differeni anbonidasnd assavs were perfonmed using decreising conosnimtions of
pecem (1000 o 39 gpg'ml) Toml anoowidesa scorvity (TAA) DPFH free radics
sequesimaiion acivity, ABRTS redical cotion eliminaion activity and nime oxide radical
scavenging assay were performed i socordance with Cruz-Filbo er al. (2019
proiocols. To determination of reducmg power, each concentracion of Pectin were mixed
with pleegpdaie buffer (2.5 ml 0.2 M pH é.6) ond potascium fericyanide (2.3 mL, 1%,
wi'v), incwhated at 50 «C for 30 muin, 1o discover the fernc-ferms: ymmide concentration,
second Asdil et &l (2014) proiocol. For e iron (Fe2 =) chelaiing sctvity, each pectin
sample was mixed wigh neethanol and FeCl: (230 mM), incobated at 25 °C for 10 nes and
then ferrozine (2 mM) weas added to this solutiom (Banapatre et s, 200&) The
Fel= chelating aobility wes presemted in % chelaiion and colealived as follows:
Fel= chelsting ability (%) = [A0 - (AL - AT} ADX L0 wheere, A stands for sheorbasce
of the control, Al for absorbance of the samples or standard, and A2 for absorbance of
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the blank. EDTA wis used os a reference. For all ssseys mecorbic acid wes used o=
standand.

Cprataxis amd (s aoteploal sy
Preparanon, culnere and in viree sooslarien of PRV

The isalarion of bymnphocytes and monocytes from penpheral blood mononuclear
cells (PEMC ) was performed according with Melo et al. (20111 Experimenizl] protocols
were approved by the Ethics Comnittes from the Federal University of Pemambuca. The
hlood samples were anly collacied afier all of healih volunianes signed a ““Term of Free
and Informed Consent”. After three ceninifugations, cells were counted in 2 Neshauer
chamsber, wsing the trypean bbee sobution. Cells were only used when viability was =0%5%
FEAMCs were culbared in RFMI 1640 medium supplemented with 10% {wv) fetal bovine
senam in 24-well plates ai o density of 10° cells/well. For analysis of vishility, the cells
were tremied with the pectim in different concentrations and the stimules was maintained
for 24 b

ooy analysis

As PEAMC forsm wmisdas com pecting por 24 hores ¢ a mone celular foi anali<ada
usando iodeto de propldic de acordoe com o protecelo desonto por Sanbos ef al. (JI1E) A
citomeiria de fuxo foi realenda em uma plaaforma FACS Calibar (BD Biosciences-
USAE) ¢ s resulindos foram emalizados no Flowing Software 2,518

Mearwremom of oredines and sirise producrion

Cyiokimnes and nimte were quantified in supemaizms of PEMC culveres memed
with: the pectin (10 pg'mL) for 24 hours of inoghation. Cyiokine nssessment was camied
out using the Cytometnic Bead Arrey (CHBA) Human ThlTh? Cywkme kit (BD
Bicsciences-USAE) for detection of the interleukios [L-2, -4, o6, <10, TNFa2 and [FN-p
i described by Sanws e 2l (H01%a). The deta were soquired on the FACS Calibur
plariform (BD Biosciences-USA %) and the resalis were malyred using Flowing Software
23 1. Niinie conceniration wis estimaiod using Gness method (Ding et al., 1955, A
standard cerve (v = DUWFTx = (U0 SE ¢ B2 = U99TE (51200 pmeod ) wass found im assay.
The reading wos camed out @ 2 mcroplee spectrophotometer | Thermo Scientific
Multiskom FOE, Waltham-LUSA) ai 393 nm.

Immuniphenonping assay
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e |ymphocyie imnunophenotyping eepys were perfomesd sccording to Sannos
el gl {2013). The monoclonal antibodies msed were ann-CTM-PerCP and smai-CDE-FITC
(B¥E ) Flow cyiomenry was perfomeed on & FACS Caliber platform (BD Biosciences-

&

USAE) and the resalis were analyred using the Flowing Software X 3 1E.

Suarsdcal analysis

The resulis presemied in this spedy comespond 1o the average of duee repetitbons
+ siamdard deviarion frons the mean. Staisticsl smalysis was performed through analysis
of variamce and the significont differences beraeen the means were delemuined by the

Tukey test, at the bevel of 3% probability (P <0.05)
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Flgmre 51: Viability of boman PEMCs meaied with pecom of beaves of O napwe m
different comceniratboss. The pectin not promote significent cell desth VYertical bars

represent e oversge of two independem experimens performed in guadraplicane.
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Figara S2: Immsascstimulatory effect of pectin of leaves of C rapée on haman PEMCs
caltures m 24 b of icubation. Vermical bars repeesent the average of two independent
experiments perfoamed in quadruplicase.
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Flgara 83: Activation of TCD4" and T CDS” Iymphocyte subsets by pectin from C. tapia
leaves. The toeal lymphocyte count showed that the CDS™ T lymphocyte subset has o
higher valoe compared 10 e control cells (p » 0.0368). Vertical bars repeesent the
average of three independent experiments performed i duphicate.
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