[~
e
e

[

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO

CENTRO DE BIOCIENCIAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MORFOTECNOLOGIA

%

ILA MARANHAO DE OLIVEIRA

CARATERIZACAO FISICO-QUIMICA E BIOLOGICA DAS XILANAS DA
MADEIRA DE Dinizia excelsa E SEU POTENCIAL USO PREBIOTICO
FRENTE A Lactobacillus spp.

Recife
2024



ILA MARANHAO DE OLIVEIRA

CARATERIZACAO FISICO-QUIMICA E BIOLOGICA DAS XILANAS DA
MADEIRA DE Dinizia excelsa E SEU POTENCIAL USO PREBIOTICO
FRENTE A Lactobacillus spp.

Dissertagdo apresentada ao Programa de
Pos-Graduagdo em Morfotecnologia da
Universidade Federal de Pernambuco,
como requisito parcial para obtengdo do
titulo de mestre(a) em Morfotecnologia.
Area de concentragio: Morfologia e
Inovacao Tecnologica

Orientador: Prof. Dr. Iranildo José da Cruz Filho

Coorientador: Prof. Dr. Diego Santa Clara Marques

Coorientador: Prof. Dr. Hallysson Douglas Andrade de Araujo

Recife

2024



UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO

11—
L[
=3

!
=

Ata da defesa/apresentacéo do Trabalho de Concluséo de Curso de Mestrado do Programa de
Pds-graduacdo em Morfotecnologia - CB da Universidade Federal de Pernambuco, nodia
04 de outubro de 2024.

|
]
]
m 7

ATA N°80

Aos quatro dias do més de outubro de dois mil e vinte e quatro, as oito horas, em sessdo publica realizada de

forma presencial, teve inicio a defesa/apresentacdo do Trabalho de Conclusdo de Curso intitulada
CARATERIZACAO FISICO-QUIMICA E BIOLOGICA DAS XILANAS DA MADEIRA DE DINIZIA
EXCELSA E SEU POTENCIAL USO PREBIOTICO FRENTE A LACTOBACILLUS SPP da mestranda ILA
MARANHAO DE OLIVEIRA, na &rea de concentracdo Morfotecnologia, sob a orientagdo do Prof. Iranildo José
da Cruz Filho. A Comissdo Examinadora foi aprovada pelo colegiado do programa de pds-graduacdo emdezenove
de agosto de dois mil e vinte e quatro, sendo composta pelos examinadores: IRANILDO JOSE DA CRUZ FILHO,
da UFPE; SONIA PEREIRA LEITE, da UFPE; MARIA DO CARMO ALVES DE LIMA,
Externa ao Programa, AMANDA RAFAELA CARNEIRO DE MESQUITA, da UFRPE. Apo6s cumpridas as
formalidades conduzidas pelo presidente da comissao, professor Iranildo José da Cruz Filho, a candidata ao grau
de Mestre(a) foi convidada a discorrer sobre o contelido do Trabalho de Conclusdo de Curso. Concluida a
explanagdo, a candidata foi arguida pela Comissdo Examinadora que, em seguida, reuniu-se para deliberar e
conceder, a0 mesmo, a mengdo <<APROVADO >>. Para a obtencdo do grau de Mestre(a) em Morfotecnologia a
concluinte devera ter atendido todas as demais exigéncias estabelecidas no Regimento Internoe Normativas
Internas do Programa, nas Resoluges e Portarias dos Orgéos Deliberativos Superiores, assim como no Estatuto
e no Regimento Geral da Universidade, observando os prazos e procedimentos vigentes nas normas.

Documento assinado digitalmente

b AMANDA RAFAELA CARNEIRO DEMESQUITA
g ! Data: 10/10/2024 08:32:46-0300
Verifique em https://validar.iti.gov.br

Dra. AMANDA RAFAELA CARNEIRO DE MESQUITA, UFRPE

Examinadora Externa a Instituicdo

\'Mﬂ(\uz E J , L

Dra. MARIA DO CARMO ALVES DE LIMA, UFPE

Examinadora Externa ao Programa

Dra. SONIA PEREIRA LEITE, UFPE

Examinadora Interna

Tramdalo D%

IRANILDO JOSE DA CRUZ FILHO, UFPE

Presidente

Auv. Prof. Moraes Rego, 1235 - Cidade Universitaria, Recife - PE - CEP: 50670-901 - Telefax:(81) 2126-8000



e

4 UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO

) Ata da defesa/apresentacdo do Trabalho de Concluséo de Curso de Mestrado do Programa de
Pds-graduacdo em Morfotecnologia - CB da Universidade Federal de Pernambuco, nodia
04 de outubro de 2024.

(=
]
o
m

Cercurrentc assinade digitalmente

ub LA MARAKNHAD DE OLIVEIRA
g Data: 107102024 16:36 18-0300

erifique em hitps: )/ valdar. i gowv. be

ILA MARANHAO DE OLIVEIRA
Mestrando(a)

Auv. Prof. Moraes Rego, 1235 - Cidade Universitaria, Recife - PE - CEP: 50670-901 - Telefax:(81) 2126-8000



.Catalogac¢éo de Publicacéo na Fonte. UFPE - Biblioteca Central

Adiveira, Ila Maranhao de.
Caraterizacdo fisico-quinica e biologica das xil anas da
nmadei ra de Dinizia excel sa e seu potencial uso prebiotico frente
a Lactobacillus spp / Ila Maranhao de Aiveira. - Recife, 2024.
44f . : il

Di ssertacao (Mestrado) ? Universi dade Federal de Pernanbuco,
Centro de Biociencias, Pds-Gaduacdo em Morfotecnol ogi a, 2024.

Orientagdo: Iranildo José da Cruz Fil ho.

Coorientacdo: Diego Santa O ara Marques.

Coori entacao: Hallysson Dougl as Andrade de Aradgjo.

Inclui referéncias e apéndices.

1. Plantas da AmazOnia; 2. Madeira; 3. Potencial bioldgico;
4, Alinmento funcional. |I. Cruz Filho, Iranildo José da. II.
Marques, Diego Santa Clara. Ill. Aradjo, Hallysson Dougl as
Andrade de. 1V. Titulo.

UFPE- Bi bl i ot eca Central




Eu ndo devo ter medo.

Medo ¢ o assassino da mente.

Medo ¢ a pequena morte que leva a aniquilacdo total.

Eu enfrentarei meu medo.

Permitirei que passe por cima e me atravesse.

E, quando tiver passado, voltarei o olho interior para ver seu rastro.
Onde o medo nao estiver mais, nada havera.

Somente eu permanecerei.

(Cantico Bene Besserit — Duna de Frank Hebret )



RESUMO

Dinizia excelsa (De), da familia Fabaceae, ¢ um espécime nativo da floresta amazonica
popularmente conhecido como Angelin vermelho, Angelin pedra e faveira de ferro. Sua
madeira possui alta forca mecanica, durabilidade e resisténcia a ataques de agentes
xilofagos. Essas caracteristicas tornam sua madeira amplamente utilizada na construgao
civil. Embora amplamente utilizado no setor madeireiro pouco se conhece sobre seu
potencial bioldgico. As xilanas sdo polissacarideos que possuem como cadeia estrutural
comum a conformag¢do de B-(1—4) - associado a residuo de xilose. Também ¢ relatado
na literatura que as xilanas apresentaram atividades antimicrobianas, prebioticas,
antitumorais ¢ imunomoduladoras. Esse polissacarideo, que comumente ¢ descartado
pelas industrias, apresenta um alto potencial como matéria prima para a confecgdo de
suplemento alimentar. Dentre estas atividades destacaremos a atividade prebiotica desses
polissacarideos. Prebidticos sdao ingredientes alimentares ndo digestiveis que induzem
melhora no estado geral de saude por estimular o crescimento da microbiota benéfica do
intestino. O objetivo desse trabalho foi realizar uma avaliagdo fisico-quimica e biologicas
com énfase nas atividades prebioticas das xilanas extraidas do cerne de De. Nesse
trabalho a xilana de De (XDe) foi extraida de residuos do cerne a partir de um processo
de cinco etapas. Este material foi avaliado fisicoquimicamente pela determinaciao de
monossacarideos, analise da composi¢do elementar, FTIR, espectroscopia magnética de
ressonancia 2D e determinacdo do peso molecular. Em seguida foi avaliado a
citotoxicidade, imunomodula¢do, potencial hemolitico, potencial anticoagulante,
propriedade emulsificante, simula¢do da degradacdo em sulco géstrico e potencial
prebiotico. As XDe demonstraram um rendimento de 28,44%, peso molecular 38,32% a
analise elementar apresentou valores de H = 5,65%, C=35,03% e O =59,32% ¢ a amostra
apresentou leituras de FTIR similares as das xilanas da literatura e o 2D NMR identificou
a presen¢a dos grupos funcionais que caracterizam a molécula. Quanto as atividades
biolégicas a amostra apresentaram baixa toxicidade frente a linhagens HepG2,
macrofagos J774, fibroblastos V79 e células Vero, e apresentou atividade hemolitica
<10% e anticoagulante com o tempo parcial de protrombina variando de 44,2 a 89,2.
Além disso nos ensaios imunomodulatorios estimularam a produgdo de citocinas
antinflamatoria, além de apresentar alta propriedade emulsificante e atividade prebiotica
relevante frente as cepas estudadas. XDe também foram avaliadas quanto capacidade de
resistir a acdo do suco gastrico e a determinagdo da atividade emulsificante, aonde similar
a xilana comercial conseguiu promover o crescimento de cepas de L. acidophilus, L.
rhamnosus, L. casei e L. plantarum. também apresentou baixa taxa de degradacdo em
suco gastrico e suco entérico e atividade emulsificante (EA) maxima nas concentracdes
de 2% e 4% e em pH 7. Estes resultados apontam que as xilanas de Dinizia excelsa possui
um amplo potencial para aplicagdes biomédicas com €nfase no seu uso nutracéutico como
prebioticos.

Palavras — chave: plantas da Amazonia; madeira; potencial biologico; alimento funcional



ABSTRACT

Dinizia excelsa (De), from the Fabaceae family, is a native specimen of the Amazon
rainforest, commonly known as Red Angelin, Stone Angelin, and Ironwood. Its wood
has high mechanical strength, durability, and resistance to attacks by xylophagous
agents. These characteristics make its wood widely used in civil construction. Although
extensively used in the timber sector, little is known about its biological potential.
Xylans are polysaccharides with a common structural backbone in the B-(1—4)
conformation, associated with xylose residues. The literature also reports that xylans
exhibit antimicrobial, prebiotic, antitumor, and immunomodulatory activities. This
polysaccharide, often discarded by industries, has great potential as a raw material for
dietary supplements. Among these activities, we highlight the prebiotic activity of these
polysaccharides. Prebiotics are non-digestible food ingredients that improve overall
health by stimulating the growth of beneficial gut microbiota. The objective of this
study was to conduct a physicochemical and biological evaluation with an emphasis on
the prebiotic activities of xylans extracted from the heartwood of De. In this study, De
xylan (XDe) was extracted from heartwood residues through a five-step process. This
material was physicochemically evaluated through monosaccharide determination,
elemental composition analysis, FTIR, 2D nuclear magnetic resonance (NMR)
spectroscopy, and molecular weight determination. Subsequently, cytotoxicity,
immunomodulation, hemolytic potential, anticoagulant potential, emulsifying
properties, gastric sulcus degradation simulation, and prebiotic potential were assessed.
XDe demonstrated a yield of 28.44%, a molecular weight of 38.32%, and elemental
analysis values of H = 5.65%, C = 35.03%, and O = 59.32%. The sample exhibited
FTIR readings similar to those of xylans reported in the literature, and 2D NMR
identified the functional groups characteristic of the molecule. Regarding biological
activities, the sample showed low toxicity against HepG2, J774 macrophages, V79
fibroblasts, and Vero cell lines, with hemolytic activity <10% and anticoagulant
activity, with partial thromboplastin time ranging from 44.2 to 89.2. Additionally, in
immunomodulatory assays, XDe stimulated the production of anti-inflammatory
cytokines, exhibited high emulsifying properties, and demonstrated significant prebiotic
activity against the studied strains. XDe was also evaluated for its ability to resist gastric
juice degradation and its emulsifying activity. Similar to commercial xylan, it promoted
the growth of L. acidophilus, L. rhamnosus, L. casei, and L. plantarum strains. It also
showed a low degradation rate in gastric and enteric juices and maximum emulsifying
activity (EA) at concentrations of 2% and 4% at pH 7. These results indicate that
Dinizia excelsa xylans have great potential for biomedical applications, with an
emphasis on their nutraceutical use as prebiotics.

Keywords: Amazonian plants; wood; biological potential; functional food
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1. INTRODUCAO

Dinizia excelsa, conhecida popularmente como angelim vermelho, ¢ uma arvore de
grande porte originaria da Amazénia (ITTO, 2024). E amplamente utilizada pela indastria
madeireira na construgdo civil e se distribui por toda a Amazodnia brasileira. Embora muitos
estudos se concentrem nas propriedades de sua madeira devido ao seu alto potencial comercial,
ainda ha pouco conhecimento sobre o potencial bioldgico e as caracteristicas quimicas de suas
macromoléculas. Na literatura, h4 relatos de extratos dessa planta com atividades
antimicrobianas (FERNANDEZ et al, 2020), inseticidas (BARBOSA et al, 2007),
antioxidantes (SUZUKI et al., 2008) e inibidores de protease (KUDO, 2010). No entanto, esses
estudos ndo identificam as moléculas responsaveis por essas atividades, o que evidencia a
necessidade de um estudo mais aprofundado sobre as moléculas dessa espécie.

Entre as moléculas que podem ser encontradas em espécies vegetais como De,
destacam-se as xilanas. Esses polissacarideos estruturais estdo presentes na parede celular
secundaria das plantas, conferindo rigidez, resisténcia mecanica e permeabilidade a agua. As
xilanas podem ser extraidas e utilizadas em diversas atividades biologicas (TRYFONA et al,
2023). Como produtos naturais, elas podem apresentar diferencas estruturais conforme a planta
de origem (KHAIRE et al., 2021), o que pode influenciar seu perfil de atividades bioldgicas e
ressaltar a importancia de se estudar moléculas de diferentes espécies (NAIDU; HLANGOTHI;
JOHN, 2018).

Na literatura, as xilanas sdo conhecidas por diversas atividades bioldgicas, incluindo
acdo antitumoral, antimicrobiana, prebiotica, imunomoduladora, emulsificante, anticoagulante
e antioxidante. Entre elas, destaca-se sua funcdo prebidtica, que promove o crescimento de
microrganismos benéficos e melhora o estado de satide geral do individuo (LATIF et al., 2023).
Prebiodticos sdo moléculas ndo digestiveis que estimulam a microbiota intestinal benéfica,
contribuindo para a saide (OLANIRAN et al., 2023).

Os organismos vegetais sdo ricos em polissacarideos nao digeriveis que podem ser
utilizados como prebidticos (GARCIA-ALONSO et al., 2023). As xilanas de diferentes fontes
tém sido avaliadas por seu potencial prebidtico (RUDJITO et al., 2023), e a diversidade
estrutural encontrada justifica a busca por novas moléculas com esse potencial. Além de
favorecer o crescimento de probioticos, as xilanas possuem caracteristicas que as tornam
atrativas como alimentos funcionais, como atividade emulsificante € imunomoduladora (CRUZ
FILHO et al., 2023).

Em 2022, o mercado global de produtos derivados de xilanas foi avaliado em 50 bilhdes

de dolares, com expectativa de crescimento de 6% nos anos seguintes (Xylan Market, 2024).
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Portanto, ¢ fundamental descobrir novas fontes dessas moléculas e explorar suas propriedades
bioldgicas e fisico-quimicas. Nesse contexto, o objetivo deste trabalho é investigar uma nova
fonte de xilanas a partir dos rejeitos industriais da madeira de Dinizia excelsa, caracterizando

esse polissacarideo e avaliando seu potencial bioldgico e prebidtico.



2.

2.1.

14

OBJETIVOS
OBJETIVO GERAL

Realizar a caracterizagdo fisico-quimica e a avaliagdao bioldgica da xilana extraida da

madeira de Dinizia excelsa, bem como avaliar seu potencial como prebidtico, induzindo o

crescimento de microrganismos probidticos

2.2.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar a extracdo e caracterizagdo fisico-quimica da XDe com analise elemental,
espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier, espectroscopia de
Ressonadncia Magnética Nuclear 2D (HSQC) e determinagdo do peso molecular por
cromatografia de permeacao em gel.

Avaliar a citotoxicidade in vitro da XDe em linhagens celulares de macréfagos MJ774,
hepatdcitos HepG2, fibroblastos V79, células Vero e hemacias de camundongos.
Determinar o potencial anticoagulante e hemolitico da XDe em relacdo a células
sanguineas de camundongos saudaveis.

Avaliar a atividade emulsificante da XDe.

Elucidar a atividade imunomoduladora da XDe apartir da dosagem de 6xido nitrico e
das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, TNF-a e IFN-y em cultura de esplenocitos
e ensaios de imunofenotipagem.

Determinar o potencial prebidtico de XDe em meio enriquecido com 1%, utilizando
quatro cepas de Lactobacillus: Lactobacillus acidophilus Lactobacillus rhamnosus

Lactobacillus casei e Lactobacillus plantarum.



15

3. REVISAO DE LITERATURA
3.1.  ESPECIE VEGETAL: Dinizia excelsa

Dinizia excelsa Ducke, pertence a familia das Fabaceae, € uma arvore popularmente
conhecida como Angelim, Angelim falso, Angelim ferro, Angelim Pedra, Angelim vermelho,
Angelim-Fava, Angelim-Mole, Angelim-Saia, Faveira grande, Faveira preta, Faveira-Branca,
Faveira-Dura, Gurupa Parakwa, Kuraru e Parakwa (LIMA et al., 2019; SOUSA et al., 2021,
ITTO, 2024). Esta é encontrada na regido amazoénica, abrangendo os estados de Roraima, Acre,
Amazonas, Pard, Ronddnia e também ocorre ao sul da Guiana em regides de terra firme e solos
argilosos (LIMA et al., 2019; SOUSA et al., 2021; KLIMANATURALLI, 2024; ITTO, 2024).

Esta planta € considerada uma das maiores arvores da floresta amazonica, podendo
atingir 60 m de altura e até 2 m de diametro (SOUSA et al., 2021). E uma arvore (Figura 1A)
com copa alta e rala, e tronco reto e cilindrico. Sua casca € de cor parda as folhas (Figura 1B)
sdo numerosas, pequenas, de formato oval-alongado e coloracéo verde brilhante (LIMA et al.,
2019). As flores (Figura 1E) s@o esbranquicadas e se agrupam em cachos, enquanto os frutos
sdo achatados (Figura 1C), em formato de vagem, que nao se abrem (LIMA et al. 2019; SOUSA

et al., 2021). No entanto, produzem anualmente uma quantidade elevada de sementes (Figura

1D), que sdo duras, levemente alongadas, achatadas e de cor marrom-clara (IWAKIRI et al.,
2016; LIMA et al., 2019; SOUSA et al., 2021).

Figura 1. Arvore de Dinizia excelsa (A), folhas (B), frutos no ramo (C), sementes (D) e flores

(E).

" % w
Fonte: Adaptado de Mesquita et al. (2009) e Hopkins et al. (2004) respectivamente.
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A madeira é considerada um importante produto comercial isto porque, apresenta como
caracteristicas alta resisténcia a deterioracdo tem sido utilizada na construgdo civil e naval, na
marcenaria, carpintaria, entre outros (IWAKIRI et al., 2016). Dentre os diferentes constituintes

destacaremos a utilizacdo dos extratos De e suas potenciais atividades biologicas.
3.2. TEORES DE EXTRATIVOS PRESENTES EM Dinizia excelsa

Poucos trabalhos relatam os teores de extratos obtidos por diferentes métodos e
diferentes regifes da planta. Nascimento (1999) obtive percentual de 15.47% para o extrato
aquoso de De. Barbosa et al. (2007) avaliando extratos etandlicos brutos do lenho e da casca de
De obtiveram teores de 7.8 e 17.7% e por fim, o teor de polifendis na casca foi de 8.6%, teores
de fenodlicos no lenho ndo foram quantificados. Suzuki et al. (2008) obtiveram percentual de
extrato metandlico variando de 2.7 a 13.3 % e extrato alcalino variando de 6.4 a 23.2%
respectivamente. Matos et al. (2019) obtendo extratos etanolico dos residuos de madeira de De
obtidos pelos métodos de percolacdo e por Soxhlet obtiveram teores de 11.17% e 12.82%

respectivamente.
3.3. POTENCIAL BIOLOGICO DOS EXTRATOS DE Dinizia excelsa
3.3.1 Atividade antimicrobiana in vitro

Os extratos obtidos a partir de plantas amazoénicas sdo conhecidos por apresentarem
diferentes atividades bioldgicas, como e o caso de atividades antimicrobianas (SUFFREDINI
etal. 2006; FERNANDEZ et al., 2020).1sso ocorre devido a presenca de compostos capazes de
interferir no metabolismo desses microrganismos, que podem agir atraves de diferentes
mecanismos de a¢do, como: inibicdo da sintese da parede celular, aumento da permeabilidade
da parede celular, interferéncia na sintese proteica e no metabolismo do &cido nucleico e outros
processos metabdlicos (QUEIROZ et al., 2023; SOUZA JUNIOR et al., 2023).

Poucos trabalhos foram descritos utilizando extrato da madeira de Dinizia excelsa como
agentes antimicrobianos. Em relacdo a atividade antibacteriana Diaz (2009) avaliou o efeito do
extrato aquoso das sementes e verificou que, em ensaio de disco, foi capaz de inibir o
crescimento de Streptococcus mutans apresentando halo de inibicdo de 25 mm. Entretanto,
Matos et al. (2019) avaliando o extrato etan6lico obtidos dos residuos da madeira pelas técnicas
de percolacédo e Soxhlet verificaram que 0s extrato ndo demonstraram atividade antimicrobiana
pelos métodos de difusdo de disco e concentracdo inibitéria minima frente bactérias Gram-

negativas e Gram-positivas.
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Alem da atividade antibacteriana foi verificada também a atividade fungicida em
diferentes fitopatdégenos. Kudo (2010) investigou o efeito de extratos proteicos sobre a
formacdo de colonias de Mycosphaerella fijiensis e verificou que o extrato ndo foi capaz de
inibir a formacdo de coldnias de M. fijiensis. Entretanto, verificou que a concentracdo de 50
pg/mL foi capaz de inibir o crescimento micelial de Corynespora cassiicola. Esses achados
mostram que os diferentes extratos de Dinizia excelsa podem atuar como promissores agentes

antimicrobianos.
3.3.2 Atividade inseticida

Pesquisas relacionadas a utilizacdo de extratos de plantas como potenciais inseticidas tém
se mostrado uma alternativa para a utilizacdo de inseticidas verdes por apresentarem alta
eficiéncia e por serem menos nocivos ao meio ambiente (VERMA et al., 2009; BOULOGNE
et al., 2012). Barbosa et al. (2007) avaliando as propriedades antitermiticas dos extratos
etanolicos brutos do lenho e da casca das espécies amazobnicas utilizadas na industria
madeireiras Pouteria guianensis, Buchenavia parviflora e Dinizia excelsa verificaram que
alguns desses extratos poderiam atuar como repelente contra o ataque de

cupins Nasutitermes sp., utilizando-se como substrato a espécie Simarouba amara.
3.3.3 Atividade antioxidante

Os extratos de plantas sdo potenciais agentes antioxidantes, esse fato esta relacionado
aos constituintes fenolicos presentes nessas substancias (MARTINS et al., 2016). Isso porque,
os fenolicos podem doar um atomo de hidrogénio para estruturas de radicais livres, além de
serem capazes de sequestrar metais pré-oxidantes (JUNIOR et al., 2020). Suzuki et al. (2008)
avaliando o potencial antioxidante in vitro de extratos amazonicos verificaram que o extrato
metanolico de Dinizia excelsa apresentou atividade antioxidante (ECso) variando de 430 a >

1000 mg/L para o ensaio de captura de radiais DPPH.
3.3.4 Atividade inibidora de tripsina e quimotripsina

Inibidores naturais de proteinas tem se tornado uma alternativa com alta eficiéncia na
inibicdo de enzimas tais como tripsina e quimotripsina. Kudo (2010) verificou que o extrato
proteico das sementes de Dinizia excelsa foi capaz de inibir tanto tripsina quanto para

quimotripsina.
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3.4  CONSTITUINTES PRESENTES NA MADEIRA DE Dinizia excelsa

Os trabalhos até o momento reportam apenas a utilizacdo dos extratos da madeira de
Dinizia excelsa, sem caracterizacdo fitoquimica previa. Além disso, nada se sabe sobre a
composicao estrutural das macromoléculas presentes na madeira. Entretanto, a literatura discute
a importancia do estudo desses constituintes, especialmente os polissacarideos, que sdo 0s
componentes estruturais mais abundantes. Dentre os diferentes tipos de polissacarideos,

destacam-se as xilanas, devido a sua maior complexidade e variedade estrutural.

3.5 XILANAS

A hemicelulose é um componente pertencente a parede celular secundaria das plantas e
constitui cerca de 20% da parede celular das espécies vegetais (RENNIE e SCHELLER, 2014).
Esse polissacarideo é dividido em dois grupos principais: as xilanas e as mananas, e a propor¢ao
dessas macromoléculas nas espécies vegetais pode variar de acordo com o tipo e a regido da
planta de onde ¢ extraida (TRYFONA et al., 2023). Em plantas eudicotileddneas, geralmente,
séo encontrados maiores teores de xilanas, enquanto as mananas sdo mais prevalentes nas
bridfitas e pteridéfitas (SMITH et al., 2017; TRYFONA et al.,, 2023). Devido a grande
diversidade do grupo das eudicotiledneas (formadas por cerca de 200.000 espécies de plantas),
esta revisdo terd maior foco nas xilanas.

As xilanas s3o polissacarideos compostos por uma cadeia linear de -1,4-ligada a um
residuo de xilose, com um grau de polimerizacdo de 90-120 (RENNIE e SCHELLER, 2014,
SMITH et al., 2017). Estas possuem um formato de fita dupla helicoidal que se liga por pontes
de hidrogénio a celulose, sendo essenciais para a estrutura da parede celular. Esse residuo de
xilose pode ser substituido pelo acido glucurénico, &cido metilglucurdnico e arabinopiranose,
dependendo da funcéo e da localizacdo dessas xilanas (SMITH et al., 2017). Sendo assim, elas
podem ser classificadas como monoxilanas ou heteroxilanas, dependendo da presenca de
cadeias laterais.

Essas macromoléculas também apresentam grau de acetilacdo que pode variar de 20%
a 60%, dependendo da espécie. A falta dessas acetilacGes pode fragilizar a parede celular e os
vasos do xilema, como observado nos mutantes de Arabidopsis eskl, thl32 e tbl33 (SMITH et
al., 2017). Essas plantas apresentaram dificuldades de desenvolvimento e sustentagéo, sendo,
em alguns casos, incompativeis com a sobrevivéncia da planta. A Figura 2 apresenta as

diferentes estruturas das Xilanas.
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Figura 2. Estruturas Xilanas de paredes secundarias. Representacdo grafica das principais
caracteristicas estruturais de (A) arabinoglucuronoxilano (B) glucuronoxilano acetilado (C) e

glucuronoarabinoxilano acetilado (D) respectivamente.
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Fonte: Smith et al (2017).

Nas células vegetais, as xilanas interagem com outros componentes da parede celular
secundaria para fornecer rigidez e forca mecanica a parede. Além disso, as xilanas sdo
fundamentais para a absorcdo de agua pela planta, tanto por suas propriedades hidrofilicas
quanto por serem uma das moléculas responsaveis pela estruturacao dos xilemas. As xilanas
também sao utilizadas pelas plantas como fonte de carboidrato para as sementes. Essas
propriedades foram observadas em espécies deficientes em xilanas, que demonstraram
fragilidade estrutural e colapso dos xilemas (ZHONG et al., 2005; BROWN et al., 2007, YUAN
etal., 2016a).

O processo de sintese das xilanas nas células vegetais inicia-se pela formacao das fontes
de carbono utilizadas, que sdo a UDP-GLcA, UDP-Xly e UDP-Araf. A UDP-GLcA ¢ produzida
pela UDP-GLc 6-desidrogenase no citosol vegetal. Depois de formada, a UDP-GLcA pode ser
convertida em UDP-Xly pela UDP-Xly sintase, que esta presente tanto no citosol celular quanto
no citosol do complexo de Golgi, sendo seus exemplares citosélicos os mais relevantes para
esse processo. A producdo de UDP-Araf se inicia pela conversdao de UDP-Arap em UDP-Araf
pela UDP-aramutase, apos a producao de UDP-Arap pela UDP-Xly 4-isomerase, no Golgi, e
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pela UDP-Glc 4-isomerase, no citosol € no Golgi. Essas moléculas sdo enviadas ao aparelho de
Golgi por transportadores especificos (ZHONG, 2018). A Figura 3 apresenta o processo de

biossintese das xilanas.

Figura 3. Processo de sintese da xilana dentro da célula vegetal. Processo que se da
inicialmente com a captagdo de UDP-Xly ou a transformagdo de UDP-Araf ¢ UDP-Glc em
UDP-Xly no citosol e a captacdo dessas moléculas para o lumen do aparelho de golgi aonde as

moléculas sofrem a acdo de diversas enzimas ¢ formam as moléculas de xilana.
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Fonte: Adaptado de Rennier e Scheller (2014).

As xilanas sdo sintetizadas no Ilumen e no citosol do aparelho de Golgi (Figura 3). Os
membros da familia glicosiltransferase 43 (GT43) sdo proteinas extremamente interligadas na
producao da cadeia principal, em especial IRX9 (xilema irregular 9) e IRX14 (xilema irregular
14), localizadas na membrana interna do aparelho de Golgi (RENNIE, 2014). A IRX14 ¢ a
IRX9 sdo essenciais para a producdo das xilanas, sendo que a IRX9, quando superexpressa,
conseguiu aumentar consideravelmente a sintese de xilanas sem depender de outras enzimas da
GT43; contudo, o mecanismo pelo qual essas proteinas atuam ainda nao esta elucidado.

A adigdo das cadeias laterais ¢ realizada pelas xilanas glucuronil transferases (GUX),
representantes da familia GTS. Essa proteina ¢ responsavel por adicionar o acido glucurdénico
(GLcA) na cadeia lateral da xilana (MORTIMER et al., 2010). Apds a adigao da cadeia lateral,

esse GLcA pode ser metilado com o auxilio da glucuronoxilana metiltransferase, transformando
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0 GLcA em acido metil glucurdnico (LEE et al, 2012c; URBANOWICZ et al.,, 2012). As
acetilacdes, por sua vez, sdo conduzidas majoritariamente pela xilana O-acetiltransferase
(XOAT), sendo responsaveis pelas O-2 e O-3 monoacetilacdo, 2,3-di-O-acetilagao e 3-O-
acetilacao do residuo de GLcA substituido na xilana (URBANOWICZ et al., 2014; ZHONG et
al., 2017a). Todas essas modificagdes que ocorrem na cadeia principal ndo sdo essenciais para

o funcionamento das moléculas de xilana, podendo ocorrer ou ndo nas células vegetais.

3.5.1 Atividades Biologicas e Aplicagdo Industrial Das Xilanas

As atividades bioldgicas das xilanas estdo diretamente relacionadas a sua estrutura;
entretanto, devido a composicdo complexa e variavel, os mecanismos de agdo ndo estdo
totalmente elucidados quando comparados a outros polissacarideos. A literatura apresenta
diferentes atividades bioldgicas induzidas pelas xilanas (Figura 4). Cruz Filho ef al. (2023), ao
avaliar diferentes xilanas de plantas da Amazodnia, verificaram que as xilanas apresentavam
atividades antioxidantes, anticoagulantes, imunomoduladoras, antitumorais, prebioticas e
emulsificantes, além de baixa toxicidade. Melo-Silveira ef al. (2011) constataram que as xilanas
eram capazes de inibir a proliferacdo de células tumorais, além de apresentarem atividades
antioxidante, anticoagulante e antimicrobiana in vitro.

Figura 4. Potenciais atividades bioldgicas apresentadas por xilanas na literatura.
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Fonte: Proprio autor (2024)

As xilanas apresentam grande potencial industrial e podem ser utilizadas como adocantes,
na producdo de embalagens, filmes e combustiveis (NAIDU et al., 2018). Nas ciéncias
biomédicas, as xilanas podem ser empregadas na produgdo de hidrogéis, tanto para drug
delivery quanto como matriz extracelular e na engenharia de tecidos (KHAIRE et al., 2022).
Esses hidrogéis sdo, em sua maioria, formados por misturas poliméricas, sendo a mais comum
a combinagao de xilana e derivados acrilicos; no entanto, também sao observadas misturas com
quitosana. Esses copolimeros influenciam a capacidade dos hidrogéis de reter agua e suas
citotoxicidades. Altera¢des nas moléculas de xilana, como a adi¢do de grupamentos aldeido ou
a remogao de arabinose, podem melhorar a interagdo com outros polimeros, aumentando assim
a estabilidade e a permeabilidade dos hidrogéis.

Na produgdo de biofilmes, as xilanas sdo extremamente valorizadas gragas ao seu baixo
peso molecular, ao tamanho de suas cadeias poliméricas, a sua temperatura de transi¢do vitrea
e a baixa solubilidade em agua (KAPIL e al.,, 2023). Esses biofilmes podem ser sintetizados
sem a presenca de agentes plastificantes; em alguns casos, quando o peso molecular da
molécula é baixo, residuos de lignina também podem ser interessantes para melhorar a
capacidade de formagao de filmes (KHAIRE et al., 2022; KAPIL et al., 2023). Xilanas com
cadeias mais heterogéneas produzem filmes com melhores propriedades fisicas e cristalinidade.
O alto niumero de acetilagdes e a diminui¢ao da concentragdo de sais nesses filmes também
podem melhorar suas propriedades (KAPIL et al., 2023).

Uma outra aplicagdo importante para a indistria alimenticia ¢ a utilizagdo das xilanas
como prebidticos (SINGH et al., 2015). O corpo ¢ incapaz de degradar esses polissacarideos,
pois ndo ha producao de nenhum tipo de xilanase pelas células do organismo (VALLADARES-
DIESTRA et al.,, 2023). Entretanto, as xilanas, como muitos outros carboidratos de origem
vegetal, sdo facilmente metabolizadas pela microbiota intestinal e seguem por todo o trato
digestivo como fibras alimentares (SINGH et al., 2015; VALLADARES-DIESTRA et al,
2023). Contudo, diferente desses outros carboidratos de cadeia longa de origem vegetal, ao
entrar em contato com alguns microrganismos da microbiota, essa macromolécula pode
estimular a produgdo de citocinas, fatores de crescimento e induzir a secrecdo de outras
proteinas bioativas (CRUZ FILHO et al., 2023).

As xilanas de cadeia longa sao as mais consumidas e podem promover o crescimento de
Bifidobacterium pseudocatenulatum. Além disso, os xilooligosacarideos liberados a partir do
metabolismo dessas xilanas mitigam a disbiose intestinal, reduzindo a resposta inflamatoria

(JAIN et al., 2015). Dessa forma, para assegurar a atividade prebidtica dessas moléculas, alguns
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ensaios devem ser realizados, sendo o principal a avaliacao do crescimento de microrganismos,
em que se avaliard a capacidade de degradacdao da molécula isolada pelo microrganismo, bem
como o potencial que ela tem de interferir no crescimento bacteriano (SINGH et al., 2015;
VALLADARES-DIESTRA et al., 2023). Caso demonstre uma interferéncia negativa, essa
molécula ndo deve ser utilizada como prebiotico. Até o momento, nenhuma xilana ou
xilooligosacarideo submetido a este teste demonstrou interferéncia negativa ou impossibilitou
o crescimento das bactérias a que foi submetido (JAIN et al, 2015; SINGH et al, 2015;
VALLADARES-DIESTRA et al., 2023).

Além desses, outros ensaios, como o de avaliacdo de degradacdo em suco géstrico
simulado e de propriedades emulsificantes, também sdo importantes para determinar a
utilizagao dessas moléculas (CRUZ FILHO et al., 2023). A degradagdo em suco gastrico
simulado visa, como o proprio nome diz, avaliar o potencial de degradagdo da molécula quando
submetida a um pH similar ao do suco gastrico intestinal (MARTINS et al., 2023). Ja o
potencial emulsificante indica a habilidade de facilitar a absor¢do intestinal das substancias
ingeridas em conjunto com a xilana e também indicara uma maior distribuicao da molécula e,
por sua vez, um maior acesso das bactérias a essas substancias (JAIN et al., 2015; SINGH et
al., 2015; VALLADARES-DIESTRA et al., 2023).

Além dessas caracteristicas, as xilanas demonstraram outras propriedades que as tornam
excepcionais para o trato digestivo, como propriedades anti-inflamatérias e suas capacidades
antitumorigenas, mostrando-se interessantes para melhorar a qualidade de vida de pacientes
com doencas do colon, como a sindrome do intestino irritado e cancer colorretal (JAIN et al.,
2015; SINGH et al., 2015; MARTINS et al., 2023; VALLADARES-DIESTRA et al., 2023).
3.5.2 Xilanas como prebioticos

Segundo Olaniran ef al. (2023), alimentos funcionais sdo aqueles que, além de fornecer
ao individuo a nutri¢do, contém moléculas bioativas que exercem um papel benéfico para a
saude. Esses alimentos podem ser caracterizados por suas propriedades nutricionais, como € o
caso do gérmen de trigo, muito utilizado em dietas pelo seu alto teor de fibra, pela adi¢ao dessas
moléculas bioativas em outros alimentos ou na forma de suplementos alimentares, como € o
caso dos alimentos fortificados e dos suplementos vitaminicos (NAGAR et al, 2018;
DELFANIAN E SAHARI, 2020).

Os prebidticos e probidticos sao alimentos funcionais que se encontram em ambas as
categorias, presentes em alimentos como iogurtes e produtos fermentados, além de serem
adicionados a bebidas e alimentos e, ainda, na forma de suplementos, onde muitas vezes ha a

presencga dos dois em conjunto, formando assim os simbidticos. Prebioticos sdo ingredientes
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alimentares ndo digestiveis que induzem a melhora no estado geral de saude ao estimular o
crescimento da microbiota benéfica do intestino (BEVILACQUA et al., 2024). Estes, na
maioria dos casos, sdo fibras alimentares. Ja os probidticos referem-se a microrganismos, em
sua maioria bactérias, que t€ém como fun¢do a suplementagdo microbiana em prol de um
beneficio a satide do individuo.

As xilanas, por sua vez, sdo moléculas bioativas com caracteristicas antioxidantes,
antitumorais, imunomoduladoras, anticoagulantes, emulsificantes e antibidticas frente a
organismos patogénicos, tais como Staphylococcus epidermidis e Klebsiella pneumoniae
(MELO-SILVEIRA et al., 2012). Tais caracteristicas ja indicam a capacidade dessa molécula
de ser utilizada como prebiotico; porém, além dessas propriedades, as xilanas sdo facilmente
degradadas pela flora intestinal. Além disso, elas sofrem pouca degradagao pelo suco gastrico
e pela saliva, o que possibilita que cheguem ao intestino com pouca ou nenhuma perda no seu
volume inicial. Outro ponto relevante ¢ que seus metabolitos secundarios também possuem
propriedades bioativas (VALLADARES-DIESTRA et al., 2023), o que prolonga o efeito
benéfico produzido por essa molécula.

A utilizacdo das xilanas e seus metabolitos como prebidticos ja € estudado na literatura.
Li et al. (2023) avaliaram as propriedades dos xilooligosacarideos do trigo que sofreram a ac¢ao
de enzimas de ruminantes frente a Levilactobacillus brevis e Bifidobacterium bifidum in vitro.
Zhao et al. (2024) avaliaram essas moléculas provenientes do broto do bambu e compararam a
molécula natural com moléculas de xilana de diversos graus de polimerizacdo frente a floras
intestinais complexas, onde essas foram capazes de estimular o crescimento da maior parte dos
microrganismos.

Ao considerar esses estudos sobre xilanas de plantas nativas, hd uma escassez de
pesquisas, principalmente em relacdo a espécimes amazonicos. O trabalho de Cruz Filho ef al.
(2023) avaliando as xilanas de Protium punctulatum ¢é o inico encontrado até o0 momento que
investiga esse potencial em plantas amazonicas. Nele, os autores avaliaram ndo apenas as
propriedades prebidticas da molécula, mas também as propriedades bioldgicas da mesma.

A partir desse momento essa dissertacdo foi apresentada em capitulos com o objetivo de

apresentar os artigos e capitulos de livros publicados.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho teve como objetivo avaliar as atividades bioldgicas e as caracteristicas
fisico-quimicas das xilanas provenientes do cerne da Dinizia excelsa, a fim de elucidar o
potencial comercial dessa molécula e valorizar o potencial bioldgico da flora brasileira. Para
isso, foram analisadas tanto a estrutura da molécula quanto suas propriedades bioldgicas.

O material vegetal utilizado foi composto por residuos de cerne de Dinizia excelsa,
cedidos pela Mil Precious Wood Ltda. A partir desse material, foi possivel realizar a extragao
da xilana, que apresentou um rendimento superior 8 média relatada na literatura. Esse resultado
provavelmente esta relacionado as caracteristicas intrinsecas da madeira da planta, que
apresenta alta resisténcia a forca mecanica, muitas vezes atribuida aos carboidratos da parede
celular, como a xilana.

Quanto as suas caracteristicas fisico-quimicas, as XDe apresentaram comportamento
semelhante ao da xilana comercial em todos os testes realizados. Foi possivel confirmar a
presenca de sua ligacdo caracteristica B-1,4 na cadeia principal, além de nao terem sido
observados elementos além de carbono, oxigénio e nitrogénio em sua composicao elementar.
Com base nos dados obtidos na analise fisico-quimica, pode-se especular que a XDe se trata de
uma homoxilana; contudo, a anélise detalhada dos monossacarideos ainda ¢ necessaria para
confirmar essa hipotese.

Em relagdo as atividades biologicas, as XDe também apresentaram comportamento
semelhante as xilanas comerciais, com baixa citotoxicidade, principalmente frente as células
Vero, além de baixo potencial hemolitico e anticoagulante. Esses resultados indicam que as
moléculas de xilana sdo seguras em nivel celular, mas ¢ fundamental avaliar seu comportamento
em organismos mais complexos.

As XDe demonstraram moderada atividade antioxidante, capacidade de induzira
producao de citocinas anti-inflamatérias, atividade prebiotica frente a cepas de Lactobacillus,
baixa degradacdao em liquidos intestinais e gastricos, além de baixo potencial emulsificante.
Dessa forma, é possivel inferir que a XDe ¢ uma molécula bioativa com potencial para ser
utilizada como suplemento alimentar, devido a sua atividade prebiotica e estabilidade em
liquidos digestivos simulados.

Conclui-se, portanto, que o presente trabalho contribuiu para o conhecimento e
valorizagao da flora brasileira, por meio do estudo de uma molécula proveniente de uma planta

nativa do Brasil.
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RESUMO

Dinizia excelsa Ducke é uma &rvore nativa da floresta amazdnaca, reconhecida por sus madewra robusta ¢ durivel,
sendo amplamente explorada pela mdistria madeireira, Apesar de sua relevincia econdmica, anda ha muito a ser
explorado sobre seus potencsas aplicagdes biologacas. Estudos recentes tém indacado que os diversos extratos da
planta possuem propnedades promissoras, como atividade antimscrobiana, antioxidante, msetxcids ¢ imibidora de
proteases. Essas descobertas sugerem um vasto potencial anda ndo explorado, que poderss ser aplicado em
diversss dreas, como medicing, agnicultura ¢ indistria, Esta reviso tem como objetivo formecer uma visdo geral
das possivers aphcagdes biologicas da Dimizia excelsa Ducke, buscando estzmular a valormagdo e aprofundamento
do conhecimento sobre essa espécie ¢ outras encontradas na floresta amazdmica. Ao destacar seu potencial
holdgico, esperasse incentivar pesquasas adicsonas que explorem suss propriedades ¢ possivess aphicagdes,
contrsbuindo assim para o desenvolvimento sustentavel da regsSo ¢ para a comservagdo da biodversidade. Alem
disso, o reconhecimento ¢ a promogdo dessas espécses podem também impulssonar imciativas de mane)o florestal
resporsavel e de valonzagdo dos recursos naturaus amazdmicos, beneficzando tanto as comumdades locas quanto
a sociedade em geral.

PALAVRAS-CHAVE: Plantas da Amazoma; Dinizia excelsa; Atividades biologicas; Extratos

1INTRODUCAO

A utilizagdo de plantas na medicina tradicional desde a antiguidade originou uma
selegdo muito importante de vegetais com agdes especificas na saide, em grande parte ainda
mexplorada, na contribuicdo de novos produtos farmacéuticos (MARMITT ez al., 2018).

Segundo Farnsworth et al. (1985), plantas com agdes terapéuticas sdo comumente
utilizadas, principalmente em regides fitogeograficas, como a Amazonia. A floresta amazonica
¢ rica em biodiversidade, sendo uma fonte de especies de plantas, que sdo utilizadas pelas
comunidades indigenas (VANDEBROEK er al., 2004). As crvas, preparadas por diferentes
formas (cozimento, infusdo ou maceragdo), sdo tradicionalmente utilizadas na preparagdo de
alimentos ¢ sdo particularmente conhecidas no folclore pelo seu potencial terapéutico
(SHANLEY eral., 2003). Fato que classifica a Amazomia brasileira como o maior reservatorno
contiguo de floresta na Terra.

Editora e-Publicar — Ciéncias da saide: Pesquisas ¢ praticas multidisciplinares, n
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Xylan from Dinizia excelsa: Chemical
characterization and biological activities

ILA M. OLIVEIRA, SONIA P. LEITE, AMANDA RAFAELA C. MESQUITA, MALLYSSON
DOUGLAS A ARADJO, ANDRE L. AIRES, DIEGO S.C. MARQUES, MARIA CA LIMA &
IRANILDO JOSE CRUZ FILHO

Abstract: Dinwa Excelsa is an Amazonaan troe with 3 wide range of applcations as a
raw material in the industry. The obyective of this study was to extract, charactenze,
and evaluate the biological activties of xylan extracted from Dinizia excelse wood. The
xlan was obtained in five stages, including delignification, precipmtation, purification,
and froeze-dryang. The physikcochemical analyses of xylan inclucded the determination of
maoncsaccharides, elemental compasition, FTIR analyse, 20 nuclear magnetic resonance
spectroscopy, and the determanation of molecutar weight. Xylan had an extraction yeeld
of 2544% and an elomental composttion of 35.03% carbon, 5.65% hydrogen, and 55.32%
axygen. FTIR analysis revealod simdarities between Dino excelsa xytan and commercial
xlan. 20 NMR analysis confirmed the presence of charactersstic xylan groups.
Furthermers, xylan has a low molecular weight. in vitro cytotoxicty tests demonstrated
tow towcity, indicating its potential for biclogical applcations. immunomodulatory
activity assays revealed that xydan stimulated cell proldoration and the production of
ami-inflammatory cytokines. The anticoagulant actwvity of xylan was low compared to
heparn. The anticsadant activity of xylan was weaker compared to ascorbic acid and
tutylated hydroxytoluene (BHTL These results indicate that xytan from Dinwia excefsa
nas potential for several tomedical applcations due 10 its immunomodulatory and
amticoagulant properties.

Key words: Dining exce(so, Amazonian tree, Xylan, smmuncmodulatary.

INTRODUCTION

Dinizia excelsa, an Amazonian tree popularly known as Angelim Vermelho, Angelin Pedra, and Faveira
de Ferro, is a member of the Fabaceae family and can reach a height of 55 m (Melo & Varela 2006,
Mesquita et al. 2007). The wood possesses high mechanical strength and durability, in addition to
being resistant to attacks from xylophagous agents. These characteristics have allowed this wood to
be used as a product in civil construction, as well as in the construction of decks, beams, floors, and
other engineering works (Melo & Varela 2006, Conceig3o et al 2021). Although its application in the
wood sector is known, its pharmacological potential has not been fully elucidated. This is because its
extractives and macromolecules have not been chemically characterized, which is a crucial step to
determine its biotechnological applications.

Among the macromolecules are xylans, which are polysaccharides with great potential for study
and biomedical use. Xylans are a group of polysaccharides with a common structural chain in
the B=(1-4) conformation, which is associated with a xylose residue (Duan et al. 2021, Curry et al
2023, Cyran et al. 2024). Hemicelluloses are a group of complex carbohydrates, being considered

An Acod Bt Gene (2004) seiSupel. 3)
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APENDICE D - MATERIAL SUPLEMENTAR XYLAN FROM DINIZIA EXCELSA:
CHEMICAL CHARACTERIZATION AND BIOLOGICAL ACTIVITIES .
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Figure S1. Gel permeation chromatogram for xylan extracted from Dinizig excelsa
wood.
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Figure S2. Gel permeation chromatogram for commercial xylan.
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Figure S3. Cytotoxicity curves of commercial xylan and Dinizia excelsa wood xylan,
against J774 macrophage cells (A). HepG2 liver cells (B), V79 fibroblasts (C), and Vero

cells (D), respectively.
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Figure S4. Results of hemolytic activity of xylan from the wood of Dinizig excelsa and

commercial against mouse erythrocytes.



Table 15. Results of immunomodulatory activity: cell viability and proliferation, concentrations of cytokines and nitric oxide, immunophenotyping. and oxidative stress

40

Evaluated parameters Control 7.81 pg/mL | 15.63 pg/mL. | 31.25 pg/mL. | 62.5 pg/mL 125 pg/mL 250 pg/mL 500 pg/ml
Cell viability (%)
Propidium iodide 100£0.0 99805 99908 99.1=02 98.2=01 98.0=04 97.9=0.1 97201
Annexin V 100+0.0 9593+0.1 59.1£0.03 98.70.5 582041 97902 97.0£0.12 96.8+0.2
Cell proliferation
CFSE (Mean) 35400 35709 35902 36.0=0.6 36.8=04 37009 376=0.13 37.9=0.09
Cytokines (pg/mL)
-2 890=03 890099 850021 8.91£0.24 890076 89105 89104 891022
-4 9.34=023 103409 10.76 £0.21 10.98 £0.32 113404 12.56+023 | 1298=0.1 1301+ 0.2
IL-6 13.01+£045 | 13.07+02 13.23+03 1345011 13.98+043 | 1401£07 1409004 | 141056
IL-10 6.02=0.01 83405 87802 8.90 =043 91502 9.46=0.12 9.68 £0.13 99701
IL-17 523£02 522+09 52301 5.23 £0.09 523+£0.01 5.22+09 5.23£0.15 523+012
TNF-uo 645019 | 645017 645001 6.45 £ 0.87 645011 645012 645021 6450098
IFN-y 898091 898087 8980112 8.98 £0.45 898023 8.98 =0.87 8.98 023 8.98=0.11
Nitric oxide (NO)
Concentration (pg/mL) 0.0024=0.0 | 0.0018=00 | 0.0015£001 | 00013001 | 0001200 | 0.0005=0.0 | 0.0002=0.0 | 0.0001£0.0
Orxidative stress
Mitochondrial ROS (Mean) 178059 17.9=0.1 18.0+0.08 18.1=0.23 182+01 18.21+03 18.32+0.9 18401
Cytosolic ROS (Mean) 270£001 | 27509 289001 290011 29109 29.15+09 2916+0.1 2919+ 0.01
Membrane potential (A'¥) (Mean) 353090 |354=08 359003 36.0=03 36104 32700 328=01 33601
Calcium concentration (Ca®*) (pg/mL) 101.2+13 111.4+09 1115+ 0.6 111.8+09 111.9+03 120303 1204+09 1204+0.1
I henotyping (%)
CD4+ lymphocytes 114509 11.92=0.1 11.92£0.9 11.93 £0.71 11.93 0.9 11.93 0.9 11.93 03 11.93 =09
CD8+ lymphocytes 193407 1945+ 0.8 19.50+0.22 1953013 1998+ 018 | 2021+023 | 2023043 | 2198+001
CD16+ lymphocytes 1023+01 10.23+0.01 | 1023050 10.23+£0.11 1023098 | 10.23+0.1 102309 1023+ 098
CD16+ monocytes 144509 144501 1445+ 043 14.45+0.13 1445008 | 1445£032 | 1445£0.12 | 1445+ 0.87

Mean = Standard deviation; ROS reactive oxygen species

Table 25. Results of immunomodulatory activity: cell viability and proliferation, concentrations of cytokines and nitric oxide, immunophenotyping. and oxidative stress

Evaluated parameters Control 7.81 pg'mL. | 15.63 pg/mL. | 31.25 pg/mL. | 62.5 pg/mL 125 pg/mL 250 pg/mL 500pg/mL
Cell viability (%)
propidium iodide 100=0.0 §9.1=03 99.0=05 98902 98.6=0.1 98.1=09 980012 97.9=03
Annexin V 100+ 0.0 99.9=0.5 99.7£0.9 99.6=0.1 98.9=0.54 58.4=02 976 =098 57.2=0.13
Cell proliferation
CFSE (Mean) 35400 354=01 35704 36.5=01 36909 372=z01 379x012 381=01
Cytokines (pg/mL)
-2 890=03 891=081 891=043 891062 891=0598 850=00% 891 =066 891=098
L4 9342023 10.41+£0.12 | 1098032 11.1+£0.01 112109 1189043 | 1212209 1298+ 04
IL-6 13.01+045 | 131109 13.15x091 1320034 139904 140501 141£03 14308
IL-10 6.02 =001 845=01 887034 888 =009 9.04=03 9.39=098 987053 590=04
IL-17 52302 52301 52309 5.22=0.10 5.23=098 52300 523098 5.23=0.65
TNF-a 645019 | 6452034 64509 6.45=034 645012 645059 645045 645043
IFN-v 8.98=0.11 8.98 =032 8.98=0.24 8.98 =0.54 8.98 = .87 8.98 =0.23 8.98 =024 8.98 = 0.66
Nitric oxide (NO)
Concentration {yg/mL) 0.0024=0.0 | 0.0019=0.0 | 0.0018+0.01 | 0.0014=0.01 | 0.0010+0.0 | 0.0007=0.0 | 0.0003=0.0 | 0.0001=0.0
Oxidative stress
Mitochondrial ROS (Mean) 17809 17808 17901 18.0=0.98 183£0.02 1834001 | 1835201 1839032
Cytosolic ROS (Mean) 270=001 |27.1=001 27.2+0.08 27.45+0.53 28.23+0.12 | 28.34+0.13 | 2854+09 28.59+0.6
Membrane potential (A%¥) (Mean) 353=050 | 358=00%9 36.1=01 362=09 36.33+£076 | 3639+0.01 |36.78+0.09 | 3689+0.41
Calcium concentration (Ca?") (pg/mL) | 1012£13 111909 112006 1121045 112407 1129032 | 118905 119009
Immunophenotyping (%)
CD4+ lymphocytes 114509 11.92=09 11.93=0.1 11.93 =098 1192056 | 11.93=0.11 [ 11.93=0.99 | 11.93=0.87
CD3+ lymphocytes 193407 212407 2127+011 213005 2131+0.11 2132£0.14 | 2134011 | 213500
CD16+ lymphocytes 1023+0.1 1023 +£0.87 | 10.23+0.11 10.23+£0.76 1023043 | 10.23+021 | 1023+£045 | 1023+0.01
CD16+ monocytes 1445209 | 1445+£009 | 1445023 14.45 £ 0.67 1445034 | 1445099 [ 1445093 | 1445012

Mean = Standard deviation; ROS reactive oxygen species
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Table 35 In vitro anticoagulant actrvity of xylans from Dinizig excelsa and commercial xylans was
determined by detection assays for activated partial thromboplastin time (APTT), thrombin time (TT),

and prothrombin time (PT), respectively.

Concentration (ng/mL) APTT/s IT/s PT/s
500.0 892+04 59.0+£045 251+£08
Xvlan Dinjzig excalsa 2500 79.0£0.01 55.0£0.03 23.9+0.11
125.0 69.0 £ 0.91 421011 231£045
625 609013 389022 2240098
313 532043 359044 19.8=0.10
156 44209 248087 172 =098

7.8

Concentration (ng/mL) APTT/s IT/s PT/s
5000 891+07 593+0.18 25001
Commercial xylan 2500 793+£0.6 548+022 241+051
125.0 69.1=x0.11 422023 230021
625 60.8 087 392061 226012
313 533=x011 252+£05 16901
15.6 441012 249£022 17.1=0.01

78

Concentration (png/mL) APTT/s TT/s PT/s

Sodium chloride 0.0 41009 21.7+038 162+0.1
0.9%
Heparin 7.8 =250 =250 =250

Mean = Standard Deviation

Table 45. Results of antioxidant activity are presented as percentages at the highest experimental concentration (500 pg/mL) along with EC30 values for gylans, ascorbic acid,

and BHT standards.
Xvlan Dinizja excelsa Commercial xylan Ascorbic acid BHT
Essay AA% ICa AA% ICso AA% ICx AA% ICs
(ug/mL) (ug/mL) (ug/mL) (ug/mL)

DPPH 30,0=0.1 =500 34,0=0,01 =500 970208 40205 91.0=0.1 86,0909
ABTS 432209 =500 461002 =500 980£01 759107 940£0.1 237806
MO Complex 109£0,0 =500 1322002 =500 950£0.1 3032038 93,001 40,1607
Iron reduction 50£03 =500 6.1£0,01 =500 910£03 150409 7.0£0.1 240510
OH 434001 > 500 49+0,01 =500 930£00 88907 93.0£0.1 1061205

Mean + Standard deviation; DPPH: DPPH free radical capture; ABTS: capture of the ABTS free radical cation; total antioxidant capacity; iron reduction; OH: hydroxyl
radical scavengmg. AA% anfioxidant activity at a concentration of 500 ug/ml, BHT: Butylated Hydroxytoluene.
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CAPITULO 5

AVALIACAO PRELIMINAR DAS ATIVIDADES PREBIOTICA E
EMULSIFICANTE DA XILANA DA MADEIRA DE DINIZIA EXCELSA UMA
ABORDAGEM IN VITRO

Ila Maranhio de Oliveira

Lisandra da Silva Lima

Arthur Felix Freire da Silva

Amanda Rafaela Carneiro de Mesquita
Maria do Carmo Alves de Lima

Diego Santa Clara Marques

Hallysson Douglas Andrade de Araajo
Iranildo José da Cruz Filho

RESUMO

As xilanas 30 0 tipo de hemicelulose mass comum, sendo o segundo tipo de macromolécula mais abundante na
natureza. Esses polissacarideos apresentam diversas propriedades bromédicas, dentre elas destacaese a atividsde
prebidtxca. Prebaoticos slo alimentos nutracéuticos que melhoram o estado geral de sande por modulagio da
microbsots imestinal. Dmizia excelsa ¢ uma &rvore amazdnica amplamente utihzada na indastna, que apresenta
uma madera resstente ¢ durdvel que serve como matérieprima nos mas diversos setores. O objetivo deste
trabalho foe avaliar o potencial prebidtsco da xilana extraida da madera de D. excelsa (xilana DE). A xilana DE
for obtada através da trturagio da madeiry, seguida de deshigmficagdo ¢ tratamento com hadraxido de sodso e acido
bonico, precipatads em etanol ¢ ado soétxco. A avaliagio da atividade prebsdtica in vitro for baseada na cultura
de diferentes cepas de microrgamsmos probioticos em meio suplementado com a xalana, A xilana DE ainda fou
avaliads quanto 3 capacidade de ressstir 3 a¢30 do suco gistneo ¢ a determinagdo da atividsde emulsificante. Os
resultados mostraram que a xilana de DE for capaz de promover o crescamento de Lactabacillus acidophilus,
Lactobacillus rivamnosus, Lactobacillus cases ¢ Lactobacillux plantarum, de maneira similar & xilana comercsl.
Além dsso, apresentou basxa degradacio em solugio de suco gistrico simulada, sendo considerada resistente. Poe
fim, a strvadade emulsificante (EA) for masor nas concentragdes de 2% e 4% ¢ em pH 7, ¢ o indice creme emulsio
(ECA) for masor na concentragio de 0,5%. Esses resultados mostraram o potencial de aplicagdo da xalana de D.
excelsa como componente de suplementos alimentares nutracéuticos como prebsiticos.

PALAVRAS-CHAVE: Xilana; Prebiotico; Dimizia Excelsa, Alimentos Nutracéuticos.

1 INTRODUCAO

As xilanas sdo polissacarideos de estrutura complexa, formados por uma cadeia
principal de xilose higadas por ligagdes glicosidicas [3-1,4, e por cadeias laterais formadas por
diferentes monossacarideos ¢ grupos funcionais (CRUZ FILHO et al., 2023). As xilanas sdo o
tipo mais comum de hemicelulose, sendo a segunda macromolécula mais abundante na natureza
(OLIVEIRA eral., 2024; WALIA et al., 2017). As xilanas sdo sintetizadas no aparelho de golgi
atraves da agdo organizada de diversas proteinas ¢ sob a agdo de diferentes enzimas como
xilosiltransferases, glucuroniltransferases, metiltransferases ¢ arabinosiltransferases, embora o
mecanismo de sua biossintese ndo scja bem esclarecido (RENNIE er al., 2014; AVCI, 2022;
ZHANG et al., 2022).

Prixis ¢ pesquisa nas ciéncias da saude: Perspectivas e desafios frente as demandas
sociats, Volume 1. 2024, 1* ed. e-Publicar 82
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