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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo desenvolver composi¢des poliméricas que possam ser
aplicadas como: antiviral, hipoglicemiante e como coadjuvante na cicatrizacdo de lesdes
dérmicas. Para isso foi realizado uma purificacdo e modificacio de galactomanana de
Caesalpinia ferrea Mart ex Tul.Var Ferrea para avaliar o potencial de bioatividade desse
polimero purificado e modificado por sulfatacdo. Apds o procedimento de purificacdo e
modificacdo quimica, a galactomanana de jucd foi caracterizada por Espectroscopia na Regido
do Infravermelho (FTIR), Andlise Térmica (TGA e DSC), Energia Dispersiva de Raio-X
(EDX) e Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), Tensdo Superficial, Microscopia de
Forca Atdomica (AFM), Potencial Zeta, Cromatografia de Permeacdo em Gel (GPC), estudos
em reologia, avaliagdo da toxicidade das galactomananas (nativa, purificada e sulfatada)
através dos bioensaios contra  nduplios Artemia sp; bioensaios in vivo, utilizando
camundongos da raga swiss e avaliagdo da toxicidade frente aos neutréfilos humanos,
mensurada através da atividade da enzima lactato desidrogenase (LDH). Pelas andlises
realizadas nesse trabalho, o polissacarideo, do tipo galactomanana, purificado e modificado
por sulfatagcdo, apresentou respostas bioativas, como antiviral, contra virus da Herpes (HSV1)
e poliomielite (PV1), hipoglicemiante e promissor coadjuvante na cicatrizacdo de lesdes

dérmicas.

Palavras-chave: Polissacarideos, Antiviral, hipoglicemiante, cicatrizagdo, lesdes dérmicas.



ABSTRACT

This study aims to develop polymeric compositions that can be applied to produce antiviral,
hypoglycemic and as an aid in the healing of skin lesions. Therefore, the galactomannan from
Caesalpinia ferrea seeds were purified, and subsequently modified by a chemical sulfation
reaction. Then, purified sulphated galactomannan (JSGp and JSGs) were characterized by the
following techniques: Infrared Transform Infrared spectroscopy (FTIR); Thermal Analysis
(TG and DSC); Dispersive Energy X Ray (EDX); Scanning Electron Microscopy (SEM);
Surface tension; Atomic Force Microscopy (AFM); Zeta potential; Gel Permeation
Chromatography (GPC) and studies in rheology, among others. The toxicity of the
galactomannans was evaluated for possible pharmacological applications. The following
toxicity tests have been applied: assessment of toxicity through bioassays against nauplios
Artemia sp; bioassays in vivo using Swiss mice; assessment of toxicity compared to the
human neutrophils, as measured by lactate dehydrogenase (LDH) activity. According to the
analyzes performed in this study, the purified galactomannan presented a hypoglycemic effect
and a promising adjuvant in the healing of skin lesions. The galactomannan modified by

sulfating presented antiviral properties against Herpes (HSV 1) and polio (PV1) viruses.

Keywords: polysaccharides, Juca, antiviral, hypoglycemic, healing, dermal lesions.
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1. INTRODUCAO

1.1 Potencial bioativo da espécie Caesalpinia ferrea Mart ex Tul. Var Ferrea.

A subfamilia Caesalpinioideae inclui 171 gé€neros e cerca de 2250 espécies de arvores
arbustivas, pequeno e médio porte, pertencentes a regides tropicais e subtropicais do planeta
(Abdel-Hameed et al, 2013). Dentre as espécies da subfamilia Caesalpinoideae estudadas se
encontra o Jucazeiro. Planta oriunda do Nordeste Brasileiro, principalmente Ceard e
Pernambuco, de porte mediano, pertencente a familia Leguminosae ou Fabaceae,
popularmente conhecida como pau-ferro ou juca (Balbach, 1997), Caesalpinia ferrea Mart
ex Tul.Var Ferrea apresenta caracteristicas morfofisiolégicas tais como: folhas compostas,
bipinadas, alternadas, de pinulas opostas; flores zigomorfas, amareladas, pequenas,
dispostas em paniculas pubescentes e terminais; vagens de cor castanho-avermelhada,
achatadas, pequenas, encurvadas e duras contendo sementes escuras, tronco liso de cor
marrom, com manchas esbranquicadas (Braga, 1976). O fruto tem a forma de vagem
indeiscente (ndo se abre quando maduro), duro e de cor escura (Figura 1). Essa planta € ttil
ao sertanejo do nordeste brasileiro na confec¢do de bengalas e utensilios agricolas,
devido a tenacidade caracteristica do caule do jucazeiro. A folhagem, que € perene, fornece
bom alimento ao gado. Esta planta é muito usada na medicina popular do nordeste brasileiro
por suas propriedades cicatrizante, antitlcera, antidiabética, antiinflamatéria (Carvalho et

al,1996), expectorante, hemostética, e antibacteriana (Braganca, 2006).

Tabela 1.Taxonimia da Caesalpinia ferrea ex Mart. Tur. Var. Ferrea

TAXONOMIA
Reino Plantae
Filo Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordem Fabales
Familia Fabaceae
Subfamilia Caesalpinioideae

Tribu Caesalpinieae
Género Caesalpinia
Espécie Caesalpinia ferrea ex Mart. Tur.

Fonte: Banco de dados da Wikipedia, https://es.wikipedia.org/wiki/Caesalpinia, acesso em 5/4/2015.


https://es.wikipedia.org/wiki/Reino_%28biolog%C3%ADa%29
https://es.wikipedia.org/wiki/Plantae
https://es.wikipedia.org/wiki/Divisi%C3%B3n_%28biolog%C3%ADa%29
https://es.wikipedia.org/wiki/Magnoliophyta
https://es.wikipedia.org/wiki/Clase_%28biolog%C3%ADa%29
https://es.wikipedia.org/wiki/Magnoliopsida
https://es.wikipedia.org/wiki/Fabales
https://es.wikipedia.org/wiki/Familia_%28biolog%C3%ADa%29
https://es.wikipedia.org/wiki/Fabaceae
https://es.wikipedia.org/wiki/Caesalpinioideae
https://es.wikipedia.org/wiki/Tribu_%28biolog%C3%ADa%29
https://es.wikipedia.org/wiki/Caesalpinieae
https://es.wikipedia.org/wiki/G%C3%A9nero_%28biolog%C3%ADa%29
https://es.wikipedia.org/wiki/Caesalpinia
https://es.wikipedia.org/wiki/Especie
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Algumas plantas da Caatinga demonstraram serem, por exceléncia, boas no
combate a dor e inflamacgdo. Isso se deve ao fato de conterem bioativos como flavondides e
taninos, que tem propriedade antioxidante, portanto, diversos efeitos biologicos que
incluem, entre outros: acdo anti-inflamatéria, hormonal, anti-hemorrdgica, antialérgica e
anticancer (Aradjo et. al, 2008). Os extratos de jucd tém se mostrado eficazes como
antitumorais devido a acdo comprovada de dois bioativos presentes: o dcido galico e o metil
gdlico isolados dos frutos de Caesalpinia ferrea Mart. (Nakamura et. al, 2002). O &4cido
gdlico tem se revelado uma alternativa no combate a alguns microorganismos como virus,
fungos e bactérias, bem como atividade broncodilatadora e antiinflamatéria (Ueda, 2001;
Nakamura et. al, 2002). Estudos apontam a Caesalpinia ferrea como promissor nho
tratamento da diabetes tipo 1. Pesquisas realizadas em cobaias revelaram ag¢do do extrato
aquoso das cascas do jucd no sistema cardiovascular, induzindo bradicardia, hipoglicemia,
hipotensdao e diminui¢do das arritmias (Menezes et. al, 2007; Yang et al 2011; Savu et al,
2012). O extrato aquoso de jucd nao apresenta embriotoxicidade, ndo afetando a reproducdo
em cobaias (Peters et. al, 2008) e acdo contra infecgdes na cavidade bucal (Sampaio et. al,
2009). O extrato hidrometandlico bruto de juca contém antraquinonas, alcaldides, flavandides,
lactonas, saponinas, agucar, taninos, sesquiterpenos e triterpenos, sendo o0s taninos
majoritarios. Por conter polifendis, o extrato hidrometandlico bruto de jucd apresenta acdo
antimicrobiana bem superior ao antibidtico clorexidina, que € usado contra Streptococcus
mutans, Streptococcus salivarius, Streptococcus oralis e Candida albicans (Sampaio et. al,
2009). Ferimentos por queimaduras podem apresentar infeccdes oportunistas causadas pelo
género Candida e bactérias do género Estreptococus, Estafilococus e Pseudomonas, entre
outros (Correia et al, 1980 ). Nos membros do género Caesalpinia como Caesalpinia sappan,
Caesalpinia bonducella, Caesalpinia pulcherrima, comumente usados na medicina indiana,
sdo encontrado alguns fitoquimicos semelhantes a caesalpinina A, 4cido eldgico, acido galico,
bergenin (Adhyapak & Dighe, 2013). O bergenin, um tanino hidrolisavel, foi encontrado no
exemplar Caesalpinia digyna que tem propriedades antihepatotoxica, antiulcerogénica, anti-
HIV, antiarritimia, neuroprotetora, imunomoduladora, antimaldrica e outras (Singh et al,
2009). A espécie Caesalpinia sappan contem varios terpenoides, flavondides e fendlicos, de
natureza antioxidantes, com propriedade antiinflamatéria, anti acne, hepatoprotetora e
hipoglicemiante (Badami et al, 2003, Washiyama et al, 2009, Nirmal &
Panichayupakaranant, 2014). A Caesalpinia cacalaco ¢ uma excelente fonte de fendlicos
como 4cido tanico e 4dcido gdlico, antioxidantes, potente agente antimutagénico e

antimicrobiano, principalmente contra o fungo Colletotrichum lindemuthianum, tipo R-0 e R-


https://pt.wikipedia.org/wiki/Inflama%C3%A7%C3%A3o
https://pt.wikipedia.org/wiki/Hormonal
https://pt.wikipedia.org/wiki/Hemorragia
https://pt.wikipedia.org/wiki/Alergia
https://pt.wikipedia.org/wiki/C%C3%A2ncer
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1472, causador da doenga antraquinose numa espécie de feijio, comum na India, Phaseolus
vulgaris (Garcia et al, 2010) . Nas flores da Caesalpinia pulcherrima foram constatado
propriedade antioxidante, antiinflamatéria e analgésica (Chakraborthy, 2009). Pode-se
concluir com o que foi exposto acima que o género Caesalpinia € rico em metabdlito
secunddrio e sdo bastante estudadas suas propriedades curativas. Vale ressaltar que apesar de
algumas espécies pertencentes a esse grupo serem bastante conhecidas e estudadas, suas

gomas (terminologia comercial) ou seus polissacarideos retirados das suas vagens e sementes,

ainda sdo poucos explorados para fins terapéuticos e comerciais.

1.2 Consideracoes gerais sobre as galactomananas

Os polissacarideos sd@ao macromoléculas ou polimeros de monossacarideos,
constituidos, em geral, por anel furanosideo (com cinco unidades de carbonos) ou anel
piranosideo de seis dtomos de carbono, os quais podem estar arranjados tanto em cadeias
lineares, ramificadas ou formar redes com cadeias interligadas. O grau de polimerizagdo € o
nimero de unidades monoméricas que forma a cadeia principal e varia com o tipo de
polissacarideo. O processo de formacdo das longas cadeias poliméricas ocorre através da
reacdo de policondensacdo das unidades e a reacdo de formacdo da ligacdo glicosidica que se
estabelece apds a eliminacdo de uma molécula de dgua entre duas moléculas adjacentes do
polimero. Os polissacarideos sdo dessa forma macromoléculas naturais encontradas em
todos os organismos vivos, constituindo um grupo de compostos abundantes e importantes
da natureza como, por exemplo, a celulose e o amido, a pectina, nas plantas, e o glicogénio, a
heparina e a quitosana, nos animais.

As galactomananas sdo assim denominadas por apresentarem como estrutura
genérica, uma cadeia linear de residuos de manose unidas por ligacdes glicosidicas B-(1>4) e
residuos de galactose unidos por ligacdes do tipo a-(1>6) (Figura 1). Pelas proporcoes
diferentes de Manose:Galactose, as galactomananas podem apresentar diferentes massas
moleculares e solubilidade em &dgua que estd dependente do contetido de galactose
substituinte. Assim as mananas, por exemplo, que nio apresentam substituicdo, sdo

geralmente insoliveis em dgua (Klyosov et al., 2012).
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Figura 1. Estrutura basica da galactomanana de Juca

Galactose

H
0

Manose

OH

-
-

Razdo: Man/ Gal 2.4:1

Fonte: Autor

Tabela 2. Galactomananas da subfamilia Caesalpiniacae, com diferentes razdes manose:galctose.

Razao
Taxonomia
M/G Referéncias
Subfamilia Espécie
Caesalpinia cacalaco  2,5:1 Srivastava & Kapoor, 2005
Acasia fistuosa 3,0:1 Petkowicz, Reicher & Mazeau,
2003
Acasia leptocarpa 3,0:1 Cerqueira et al, 2009
Caesalpiniacae  Acasia nodosa 2,7-3,5:1 Virendra et al, 1994
Caesalpinia 2,7:1 Santander et al, 2011
Pulcherima
Caesalpinia spinosa 2,7:1 Srivastava & Kapoor, 2005
Acasia tora 3,0:1 Izydorczyk et al, 2005
Delonix regia 4,28:1 Dea & Morrison, 1975
Gleditsia amorohoides  2,5:1 Bourbon et al, 2010
Parkinsonia aculeate 2,7:1 Petkowicz, Reicher & Mazeau,
2003

Fonte: Prajapati et al, 2013
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As principais fontes comerciais de galactomananas sao a goma guar (Cyamoposis
tetragonolobus), Alfarrobas (Ceratonia siliqua) e goma de tara (Caesalpinia spinosa), que
diferem, principalmente, pela propor¢do da distribuicio de galactoses ligadas a cadeia
principal de manose (Souza et al, 2010). O estudo estrutural de galactomananas é essencial
para a industria e aplicagdes experimentais. A auséncia de toxicidade permite uso dentro das
industrias téxtil, farmacéutico, biomédica, de cosméticos e alimentos (Pawar & Lalitha,
2014). A principal propriedade desses polissacarideos é que eles formam solu¢cdes muito
viscosas em concentracdes muito baixas. Outras propriedades das galactomananas incluem a
sua utilizacdo como emulsionantes, espessantes e agentes de estabilizacdo. Todas estas
propriedades sdo dependentes das propriedades quimica, fisica e estrutural do polimero, tais
como a massa molar, a configuracdo anomérica, conformag¢do em solug¢do, e a posicdo de
ramificacdo de polissacarideos (Dakia,Wathelet & Paquot, 2007; Oliveira, et al, 2011).
Apesar do uso de goma guar ser frequente na industria, tem havido escassez de oferta e um
grande aumento no custeio da producdo agricola desses polissacarideos. Isso estd levando os
fabricantes procurar fontes alternativas sustentdveis para suprir o mercado (Mathur, 2011). O
género Caesalpinia apresenta diferentes espécies com proporcdo de Manose:Galactose
variando entre 2,5 a 4:28 (Prajapati et al, 2013). Além das diferentes propor¢des Manose:
Galactose (Tabela 2) podem apresentar diferentes massas moleculares e solubilidade em dgua
depende do conteido de galactose substituinte (Tester e Al-Ghazzewi, 2013). As
galactomananas sdo bioativos importantes, funcionando como fibras que regulam a absorc¢io
de glicose no sangue e os niveis de insulina, além de reduzir os riscos de doengas e cincer no
coldn intestinal (Prajapati et al, 2013). Outra bioatividade mencionada na literatura é o uso de
galactomananas do género Caesalpinea como adjuvante antitumoral que promove a maturagao

dos dentrdcitos celulares, na presenga de antigeno tumoral especifico (Santander et al, 2011).
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Figura 2. Frutos (a), sementes (b), endospermas (c) e a galactomanana do jucd ap6s desidratagio (d).

Fonte: Autor

1.3 Modificacao quimica da galactomanana por sulfatacao

Estudos de galactomananas modificadas foram realizados por Lima et al. (1996),
que descreveram o comportamento de galactomananas de Caesalpinia leiostachya sulfatadas
e Germano (1996), que analisou a atividade anticoagulante de galactomananas sulfatadas (M.
scabrella e C. fastuosa). Propriedades biolégicas foram analisadas por Pires et al. (2001), com
a sulfatacdo da galactomanana extraida de Senna macranthera a fim de se obter um ativo
heparindico. Derivados oxidados e anfifilicos foram obtidos para galactomananas de sementes
de Leucena leucocephala (Sierakowski et al, 2000). Esses derivados, juntamente com os
derivados oxidados da galactomanana de Cassia fastuosa foram aplicados para obtencdo de
filmes como suporte para adesdo de albumina (Sierakowski et al, 2000). Ono et al. (2003)
verificaram possiveis propriedades antivirais da galactomanana sulfatada de sementes de M.
scabrella e L. leucocephala. Polissacarideos sulfatados (com cadeia de agtcares com alto
peso molecular) desempenham funcdes estruturais importantes, uma vez que estdo envolvidos
em diversos processos bioldgicos, como adesdo, proliferacdo e diferenciacdo celular. Além
disso, possuem diversas atividades farmacolégicas: como anticoagulantes, antiinflamatdrios e
antitumorais (Chang et. al, 2008) e antioxidates (Wang et al, 2010; Souza et al, 2012). A
sulfatacdo de polissacarideos ndo somente pode aumentar a solubilidade em meios aquosos,
como promove uma troca na conformacdo da cadeia do polimero, resultando em uma

alteracdo em suas propriedades farmacoldgicas em organismos vivos (Yongzhen et. al, 2006).
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1.4 O combate a herpes labial e a poliomielite e 0 uso de medicamentos eficazes.

O Herpes simplex virus (HSV) € virus de cadeia dupla de DNA, que pertence a familia
herpesvirdae, subfamilia Alphaherpesvirinae, género Simplexvirus, responsdvel por doengas
graves no ser humano. O herpes simples se representa como a doenga viral mais comum no
homem moderno, excluindo-se as infec¢cdes respiratorias. O herpes simples também ¢é
classificado como doencga sexualmente transmissivel, afeta somente o0 homem e sem variagao
sazonal. Cerca de 40 a 75% dos adultos apresentam lesdes herpéticas recorrentes. A
manipulacdo das lesdes herpéticas no periodo clinico ativo tem alto risco de contaminacao,
pela grande quantidade de particulas virais no conteido vesicular ou bolhoso (Feugeas et al
2016). Dessa forma, o paciente deve ser orientado a, rapidamente, enxugar o conteido
vesicular quando rompimentos acontecerem, pois podem contaminar dreas vizinhas e o uso de
pomadas e cremes com agentes antivirais adequados e eficazes. A multiplicacdo viral no
interior das células epiteliais e neurais inicia-se muito antes do aparecimento das lesdes, ou
seja, o tratamento para impedir a replicacdo viral deve ser o mais precoce possivel,
preferencialmente no periodo prodromico. A aplicacdo e penetracdo de medicagdo em cremes,
gel, liquidos e outras formas de apresentacdo topica nas lesdes herpéticas recorrentes pode ser
dificultada pelas barreiras fisicas e quimicas representadas pela rede de fibrina, células
epiteliais necrosadas e tecido conjuntivo ulcerado com exsudato e infiltrado inflamatérios
exuberantes. Quando os medicamentos aplicados localmente ndo surtem efeitos, podem entao
funcionar como poderosos placebos e protetores oclusivos locais devido a essas barreiras
criadas. Entre as principais drogas antivirais disponiveis para administra¢do sistémica estdo
os seguintes produtos: aciclovir, valaciclovir, penciclovir, famciclovir, ganciclovir,
valganciclovir, foscarnet e cidofir (Gavanji et al, 2015). Algumas dessas drogas sdo
reservadas a pacientes imunocomprometidos € com herpes simples severo.

O HSV € um dos patégenos mais conhecido em satde publica e € um agente causador
de diversas doengas de ocorréncia, em aproximadamente, 40 a 80 % da populagdo mundial. A
variedade de infec¢Oes causadas por esse virus se manifesta com diferentes graus de
gravidade, desde lesdes superficiais, na pele e mucosas, até encefalite, especialmente em
pacientes imunodeprimidos (Yamamoto et al, 2013). Poliovirus tipo 1 (PV1), um membro da
familia Picornaviridae e pertencente ao género Enterovirus, € um virus de RNA positivo nao
envelopado ( Lancaster e Pfeiffer, 2010). E um virus entérico, e cerca de 1% dos individuos
infectados desenvolvem poliomielite paralitica devido a invasdo viral ao sistema nervoso

central e destruicdo de neurdnios motores (Lancaster e Pfeiffer, 2010). Além de sua
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importancia médica e epidemiolégica, o poliovirus é um dos modelos mais bem
compreendidos de virus ndo envelopados de RNA. Atualmente, o poliovirus estd sob controle
na maior parte do mundo, devido as vacinas. Apesar dos esforcos para erradicar o virus, a
doenca permanece endémica em alguns pafses da Africa e da Asia, com 1.294 casos relatados
em 2010, e, por conseguinte, representa uma importante ameaga para o resto do mundo. Nao
ha uma droga especifica para o tratamento da poliomielite, mas hd compostos capazes de
bloquear adsor¢do, desencapsulamento e/ou receptores celulares, tal como disoxaril pleconaril
(Rotbart, 2002).

No entanto, hd a necessidade de novos medicamentos antipoliovirus que
combinem baixa toxicidade e seletividade. Nos dltimos anos, os compostos originados a partir
de fontes naturais, como polissacarideos, tém sido investigados e muitos deles tém se
mostrado promissores como antivirais, pois além de aliar duas qualidades primordiais, como

baixa toxicidade e seletividade, sdo de custos menos elevados.

1.5 O efeito antidiabético dos polissacarideos

Nas ultimas décadas, a fibra alimentar tem despertado grande interesse e ocupado um
lugar importante na literatura cientifica, sendo considerada parte vital de uma dieta saudavel.
Recentemente, tem havido muito interesse na possibilidade de tratamento de diabéticos com
dietas ricas em fibras (Mudgil and Barak, 2013). Mas, embora novas pesquisas demonstrem a
importancia de seu consumo, a qualidade da alimentagao sofreu mudangas importantes, onde
alimentos integrais foram substituidos por alimentos industrializados e refinados, o consumo
de gorduras, agucares e calorias aumentou e o de fibras diminuiu. As pesquisas sobre ingestao
de alimentos processados industrialmente comprovam que as dietas pobres em fibras estdo
relacionadas com o aparecimento de enfermidades como diabetes mellitus, obesidade,
doencgas cardiovasculares, cancer de colon, entre outras (Karna et al, 2011). A diabetes
mellitus € uma doenca metabdlica cronica caracterizada por uma alta concentragcdo de glicose
no sangue (hiperglicemia), que € devida a uma deficiéncia de insulina e/ou resisténcia a
insulina. A hiperglicemia ocorre porque o figado e o misculo esquelético ndo podem
armazenar glicogénio e os tecidos sdo incapazes de utilizar a glicose. O tratamento da diabetes
da-se principalmente pelos seguintes meios: (a) terapia de reposi¢cdo de insulina e (b) a

utilizacdo de agentes hipoglicémicos orais, (c¢) dieta e exercicio. Segundo pesquisadores,
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muitas dessas doencas poderiam ser prevenidas através da introducdo das fibras na
alimentacio (Brownlee, 2011).

Considerada modernamente como alimento funcional, a fibra alimentar desempenha
no organismo fungdes importantes, como intervir no metabolismo dos lipideos e carboidratos
e na fisiologia do trato gastrointestinal, além de assegurar uma absor¢do mais lenta dos
nutrientes e promover a sensacao de saciedade, a qual € arma contra a obesidade (Friszman
and Varela, 2013). Dentre as fibras alimentares investigadas, temos os polissacarideos
hidrocoloides como: pectinas, galactomananas, quitosana, beta-glucanas, alginato, celulose,
carragenanas, agar, gelatina entre outros (Vibke, Assaf and Phillips, 2014). Apresentam
propriedades fisicas como emulsificantes, estabilizantes, formam gel (em solucdes aquosas) e
filmes finos (Li and Nie, 2015). Os polissacarideos promovem efeitos fisioldgicos
importantes, incluindo laxativos e/ou atenuagdo do colesterol plasmético e/ou atenuagdo da
glicose sanguinea e acdo imunomoduladora no intestino (Gidley, 2013; Xu et al, 2013). Eles
apresentam resisténcia a acdo de enzimas digestivas aumentando o bolo fecal, oferecendo
protecdo contra o cancer de c6lon, melhorando a tolerancia a glicose e a resisténcia a insulina,
diminuindo as concentragdes de triglicerideos no sangue, portanto, promovendo o controle da
diabetes tipo 2, que frequentemente estd associada com obesidade, colesterol alto e pressao
alta (Yao, Huang and Chiang, 2008; Yun, 2010; Hu et al, 2011; Lindstrom et al, 2012;
Kaczmarczyk et al, 2012; Xie et al, 2013; Ezuruike and Prieto, 2014; Wanders et al, 2014;
Kim et al, 2015).

Galactomananas sio polissacarideos hidrofilicos que formam solu¢gdes mucilaginosas
e sdo consideradas fibra soldvel, com caracteristicas interessantes tais como baixa toxicidade,
biodegradabilidade e biocompatibilidade. As pesquisas apontam as galactomananas como um
promissor coadjuvante na prevengdo e tratamento da hiperglicemia (Dong, Cai, Shen and Liu,
2012; Buriti et al, 2014). Estudos mostram que a galactomanana de diversos tipos de plantas
diminui a taxa de glicose pos-prandial no sangue de ratos. Os resultados sugerem que essa
captacdo de glicose no sangue esté relacionada a viscosidade da galactomanana, em reduzindo
a absorcdo intestinal de glicose, consequentemente, promovendo seu controle no sangue.

(Srichamroen et al 2009; Slaughter et al 2002)
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1.6 O uso de composicoes poliméricas na terapéutica das lesoes cutaneas.

Muitas composicdes poliméricas tém sido utilizadas em queimaduras e outras
lesdes na pele, principalmente os hidrogéis (Alsarra et al. 2009). Essas composicdes estdo
divididas entre hidrogéis de polimeros naturais, hidrogéis de polimeros sintéticos e
combinacdo das duas classes (Cardoso, Coimbra e Da Silva 2003; Huber et al 2011). Os
hidrogéis promovem a manutencdo do meio ajudando no processo de cicatrizagdo. O sodio
presente no exsudato e no sangue interage com o cdlcio das composicdes poliméricas,
possibilitando a troca idnica que auxilia no desbridamento autolitico, na absorcao e resultando
na formagao de um gel que conserva o meio imido, no processo de cicatrizacdo. Coberturas
de alginato (KaltostatR, Sorbsan®, Curasorb® e outros) sdo considerados curativos interativos,
pois sua estrutura muda de fibroso a consisténcia de gel a proporcdo que absorve o exsudato
(Dealey, 2008).

Alguns bioativos, como arnica (Huber et al. 2011), papaina, elicina e a aloe vera,
sdo utilizados em associacdo para uma regeneracdo tecidual eficaz. A crescente procura de
drogas vegetais e seus bioativos, como recurso terapéutico, estdo relacionados a varios
fatores, como: resultados indesejaveis dos tratamentos com a medicina convencional (efeitos
colaterais), impossibilidade de cura, consciéncia ecoldgica, dificuldade da maioria da
populacdo de ter acesso aos medicamentos e prejuizos causados pelo uso abusivo ou incorreto

dos medicamentos sintéticos (Rates, 2001).

O emprego de compostos poliméricos tem exercido um papel vital no
desenvolvimento de sistemas de liberagdo controlada de medicamentos, devido a suas
propriedades fisico-quimicas peculiares (Yu, et al 2009). O material € desenvolvido para que
tenha uma resposta de eficiacia prolongada. O desenvolvimento de biomateriais como 0s
hidrogéis e outros materiais tem crescido devido a possibilidade de substitui¢do parcial de
materiais plasticos ndo biodegradaveis, que ndo tenham boa biocompatibilidade e que sejam
toxicos (Momemi et al 2009). Faz-se necessdrio expor que os efeitos atoxicos dos polimeros e
as propriedades dos bioativos vegetais tais como antioxidantes, antiinflamatorias, hidratantes,
bactericidas, bacteriostdticas e outros, podem contribuir de maneira eficaz na difusdo
controlada do principio ativo dos extratos vegetais no tecido epitelial lesado, promovendo a
diminui¢do da injuria celular e a regeneragado tecidual mais acelerada (Nkafamiya er al.2011).
Surge a necessidade de desenvolver sistemas de liberagdo de drogas que promovam a eficacia

e a confiabilidade da terapia, mantendo um efeito prolongado da droga de acdo desejada, na
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area alvo, evitando o declinio acelerado dos efeitos benéficos e que tenham boa

reprodutibilidade (Masalova et al, 2013).
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Caracterizar e modificar por sulfatacdo a galactomanana de Caesalpinia ferrea
Mart ex Tul.Var Ferrea e avaliar o potencial de bioatividade como antiviral, no controle da

diabetes e na cicatrizacdo de lesdes dérmicas.
2.2 Objetivos Especificos

e  Extrair, purificar e sulfatar galactomanana de Caesalpinia ferrea;

e Caracterizar a galactomanana natural e sulfatada de Caesalpinia ferrea por FTIR, RMN
'H, RMN "C, TGA, DSC , Tensdo Superficia, MEV, AFM, Potencial Zeta, GPC ,
Viscosidade e Reologia;

e Avaliar a toxicidade das galactomananas Caesalpinia ferrea purificada e modificada por
sulfatacdo em diferentes testes;

e Investigar o potencial antiviral da galactomanana sulfatada de Caesalpinia ferrea;

e Comprovar a bioatividade antinflamatéria da galactomanana purificada de Caesalpinia
ferrea em neutréfilos humanos;

e Avaliar a bioatividade antidiabetes da galactomanana purificada de Caesalpinia ferrea;

e Comprovar o efeito cicatrizante da galactomanana purificada de Caesalpinia ferrea em

modelo de ferida aberta em ratos wistar;
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3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 Registro botanico da espécie Caesalpinia ferrea Mart ex Tul.Var Férrea (juca)

O material foi coletado no Campus do Pici, da Universidade Federal do Ceara
(UFC), Fortaleza-CE, em abril de 2009. Os detalhes do registro sdo: Coletor: Arcelina
Pacheco, Identificacdo: Maio de 2009, identificador: Prof. Dr. Edson Paulo Nunes,
Departamento de Biologia da UFC. A exsicata da planta foi depositada no Herbario Prisco

Bezerra, na mesma universidade, com o nimero de registo 44695.

3.2 Isolamento e purificacio de galactomanana (JSG) das sementes de Caesalpinia
ferrea Mart ex Tul.Var Ferrea.

As vagens de jucd foram previamente selecionadas e secas em estufa a 40 °C.
Apbés a secagem, foram retiradas das sementes para o isolamento e purificacdo da
galactomanana de jucd. As sementes foram deixadas em imersdo em dgua destilada por 30
minutos, a 85°C, para quebra da dorméncia e posterior retirada dos endospermas. Apds a
retirada da casca e tegumento das sementes, o endosperma foi colocado em uma particao dgua
e dalcool (1:4, v/v) a 60°C, por 20 minutos, para retirada de pigmentos fendlicos dos
endospermas (Figura 3). Para extracio da galactomanana foram utilizados 10 g do
endosperma despigmentado, liofilizado e solubilizado com 900 mL de 4gua destilada. O
material foi mantido em chapa aquecedora a 75°C por 4 horas. Logo apds, o material foi
filtrado e o residuo descartado. Até essa etapa, a galactomanana obtida recebeu a
denominagio de JSG. Para purificacdo da galactomanana, foi adicionado etanol 97% PA (1:3,
v/v), para a precipitacdo do polissacarideo, em agitacdo por 4 horas. Adicionalmente foi
colocado NaCl 2,0 g/mol. Logo em seguida, material foi entdo submetido a trés ciclos de
precipitacdo com 99% de etanol (1:1, v/v), filtracdo, e centrifugacdo. O precipitado gelatinoso
foi seco por liofilizacdo, e o rendimento foi calculado. Apds o processo de purificagdo,

galactomanana de Juca recebeu a designacao de JSGp.
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Figura 3. Partes constituintes das sementes de jucd

Fonte: autora

3.3 Modificacao quimica por sulfatacao da galactomanana, polissacarideo extraido das
sementes de Caesalpinia ferrea Mart ex Tul.Var Ferrea, apos a purificacao.

O procedimento experimental adotado foi adaptado da metodologia proposta por
O’Neill (1955) e Singh, Srivastava, Tiwari (2009) 300 mg de JSGp foram adicionados a uma
mistura de N,N-dimetilformamida e piridina (50:5 v/v), com agitacdo a 25 °C por 12 horas.
Apés esse procedimento, a mistura foi condicionada, em reator de vidro, conectado a um
banho termostatizado, a temperatura de 10 °C. Foi adicionado, em seguida, 10 mL de 4cido
clorossulfonico, lentamente, com agitacdo magnética continua. Ao término da adi¢do do
dcido, a mistura reacional foi novamente resfriada a 4 °C por 24 h, em seguida, neutralizada
com uma solucdo saturada de bicarbonato de sédio. O produto obtido foi dialisado (membrana
de corte 12.000 g/mol) por 120 horas e posteriormente o polissacarideo modificado foi
ressuspenso em alcool 97%, centrifugado, ressolubilizado em 50 mL de dgua deionizada e
liofilizado. Apds esse processo o polissacarideo sulfatado de jucd recebeu a denominagdo de

JSGs (Figura 4).
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Figura 4 Mecanismo proposto para a reacdo de sulfatacdo de JSGp
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3.4 Caracterizacao das galactomananas natural, purificada e sulfatada de Caesalpinia
ferrea Mart ex Tul.Var Ferrea, respectivamente: JSG, JSGp e JSGs

3.4.1 Espectroscopia de Absorcao na Regiao do Infravermelho (FT-IR)

As amostras JSG, JSGp e JSGs para andlises de FT-IR foram pesadas numa razio
1:80, amostra/brometo de potéssio (KBr), para a composi¢do de pastilha de KBr, sob pressao
de 8 toneladas (prensagem), numa janela espectral de 400 a 4000 cm™, na razdo de 4 cm™. A

andlise foi realizada num equipamento Perkin Elmer, modelo 16 PC.

3.4.2 Analise da por RMN C no estado sélido (CP-MAS) das JSG e JSGp para
verificar o €xito do processo de purificacio.

As andlises de RMN '°C foram feitas por meio da utilizacdo do equipamento
Bruker, com frequéncia de 400 MHz, operando a 100 MHz para carbono e tempo de
relaxacdo de 10 s, tempo de aquisi¢ao de 20 ms, usando uma sonda com rolamento duplo de 4
mm CP/MAS da Bruker e rotores a uma taxa de giro de 5,0 a 7,0 kHz. Aproximadamente,
100-150 mg das amostras de JSG e JSGp eram inseridas no rotor de cerdmica do

espectrofotometro de RMN para andlise.

3.4.3 Analise das JSGp e JSGs por Ressonancia Magnética Nuclear do préoton (RMN
'H) e do carbono (RMN 13C).

Os espectros de RMN foram obtidos em um equipamento Agilent DD2 de 600
MHZ (para nicleo de 'H) e equipado com uma sonda One Probe de 5 mm de didmetro interno

€%

(H-F/15N-31P) de detecgao inversa e gradiente de campo no eixo “z”.

Foram preparadas solugoes das amostras de JSGp e JSGs em D,O na
concentracio de 25 mg.600uL”, sendo as amostras deixadas em 4gua deuterada nessa
concentragdo por 24 horas a 80°C. Os deslocamentos quimicos (h) foram expressos em parte
por milhdo (ppm). Foi usado um composto 2,2-dimetil-2 silapentano-5-sulfanato de sédio
(DSS) como padrio interno (0,00 ppm para 'H) nas amostras dissolvidas em 4gua deuterada.

O espectro unidimensional de 'H foi realizado a 80°C com um tempo de espera
entre cada aquisicdo de 2s, aquisi¢do de 128 transientes em uma janela espectral de 16 ppm e

32 k de namero de pontos. O espectro unidimensional de °C foi obtido com um tempo de
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espera entre cada aquisicao de 1s, aquisi¢do de 20k de transientes em uma janela espectral de

251,1 ppm e 32k de nimero de pontos.

Os sinais do 'H e "°C relativos aos hidrogénios anoméricos da manose em 'H:
4,73 ppm; “C: 102,8 ppm (102,6 ppm) e da galactose em 'H: 5,02 ¢ C: 101,0 ppm,
respectivamente foram integrados para se obter a porcentagem relativa de ambos na amostra.

Os picos foram integralizados utilizando o software VNMRI 4.0.

3.4.4 Analise Elementar (AE) das amostras JSG, JSGpe JSGs.

A composicao dos elementos quimicos presentes nas amostras JSG, JSGp,e JSGs
foi avaliada por meio de um equipamento Perkin-Elmer CHNS 2400 Analyzer. Por meio
dessa técnica foram quantificados os teores de carbono, hidrogénio e enxofre nas amostras de
galactomananas. Para corroborar a eficiéncia do processo de purificacdo, foi realizada
também a microandlise de nitrogé€nio, para avaliagdo da presenca ou nao de proteinas aderidas
as galactomananas, uma vez que em sua estrutura bdsica ndo se encontra nitrogénio. Foi
usado um fator de correcdo para calcular o teor de nitrogénio proteico na cadeia polimérica
(equacdo 01) (Barros et al. 2013). Para JSGs os resultados dessas andlises serviram de base
para o cdlculo (equacdo 02) do teor de sulfato incorporado nas galactomananas purificadas.
Esse valor percentual de enxofre da amostra JSGs corrobora a eficiéncia no processo de

sulfatacdo (Wang et al. 2012) .

% Proteina= N% x 6,25 (1
GS=(1.62 x S%) / (32 — 1.02 x S%) 2)

3.4.5 Determinac¢io da composicio de monossacarideos nas amostras JSG e JSGp

3.4.5.1 Caracterizacao por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Para a determinacdo da composicdo monossacaridica de JSG e JSGs, por CLAE,
foi realizada uma hidrélise 4cida com o objetivo de obter os fragmentos oligossacarideos. A
amostra (100 mg) foi tratada com 1 mL de 72% (v/v) de H,SO4 num tubo de hidrdlise e

mantida num banho de 4gua a 30 °C durante 1 h. Em seguida, 28 mL de dgua destilada foram
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adicionada, ficando a solu¢do dcida concentracdo de 4,0% (v/v). A amostra foi submetida a
autoclave a 121 °C durante 1 h. Apdés a hidrélise 4acida, a amostra foi neutralizada por
carbonato de célcio, filtrada (filtros millipore, 0,45um) e injetada numa coluna cromatografia
de permuta anionica de elevado desempenho. A calibracdo foi realizada com solugdes de
actcares padrdes de L-raminose, a L-arabinose, D-glicose, D-galactose, D-manose e D-xilose
(Maas et al, 2012)

A caracterizacdo dos produtos resultantes foi realizada num sistema de CLAE
(Shimadzu, Prominece) equipado com uma coluna Supercogel Célcio (Bellefonte, USA) (30
cmx7,8 mm) e um detector de indice de refracdo (RID 10 A). As condi¢des de operacdao
consistiram de temperatura da coluna a 80 °C, fase mével de dgua deionizada, com uma taxa

de fluxo de 0,5 mL/min, e o volume de inje¢ao de 20 uL.

3.4.5.2 Caracterizacao por Cromatografia Gasosa e Espectrometria de Massa (CG-MS)

Ap6s a hidrélise 4cida de 10 mg de JSG (4cido trifluroacético a 4 mol.L™ de durante
6 h a 100 °C), o hidrolisado foi acetilado utilizando anidrido acético e piridina (2:1 v/v), os
alditois acetais gerados foram dissolvidos em cloroférmio e analisados por cromatografia
gasosa/espectrometria de unidade de massa Agilent com uma coluna HP-5MS
metilpolissiloxano(30mx0,25mmx0,25mm). A andlise foi realizada em uma razao de divisao
de 1:20. O gas transportador foi hélio e um gradiente de temperatura de 190 a 230 °C, com
uma variacdo de 4 °C.min"'. As temperaturas do injetor, fonte de fons e de interface foram

280°C, 200°C e 230°C, respectivamente.

3.4.6 Cromatografia de Permeacido em Gel (GPC) de JSG, JSGp e JSGs para estimativa
da distribuicao de massa molar.

Para a estimativa de massa molar, os perfis cromatograficos de JSG, JSGp e
JSGsforam determinados em um cromatografo SHIMADZU LC-10AD com detector de
indice de refracio RID-10A a 40°C. Para conducdo da andlise, as amostras foram
solubilizadas em 2,0 mL de dgua deionizada e em seguida, filtradas em membrana de acetato
de celulose com poros de 0,45 um. A andlise foi realizada com uma coluna Ultrahydrogel
linear 7,8 x 300 mm, fase mével de NaNOs3 0,1 mol . L'a temperatura ambiente com fluxo de

0,5 mL . min" e o volume de amostra injetada foi de 20 puL. A curva de calibragdo foi
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construida utilizando-se de padrdes de pululana (Shodex P-82, da Shawa Denko) com massas

molares em intervalo de grandeza de 10* a 10° g. mol™.

3.4.7 Calorimetria Exploratoéria de Varredura (DSC) de JSG, JSGp

As curvas DSC foram obtidas na faixa de temperatura entre 25 e 400 °C, em
célula calorimétrica, numa atmosfera dindmica de Argoénio (50 mL min™"). A célula DSC foi
calibrada antes dos ensaios no eixo de temperatura, utilizando padrao de indio (Tgsz0 = 156,6
°C) metdlico com pureza de 99,99%. Utilizaram-se cédpsulas de aluminio parcialmente
fechadas contendo aproximadamente 5 mg de amostra e 10 mg de Alumina (a-ALO3) como
referéncia. O aquecimento foi realizado em uma taxa de 10 °C min"' e o equipamento

utilizado foi um DSC 50 da Shimadzu.

3.4.8 Analises Termogravimétricas (TG/DTG) das membranas

As curvas TG foram obtidas em um mddulo termogravimétrico DTG-60H. As
medidas termogravimétricas foram efetuadas usando suporte de amostra de platina, massas de
amostra em torno de 5 mg, razdo de aquecimento de 10 °C min'l, num intervalo de
temperatura de 25 a 1000 °C, em atmosfera dinamica de Hélio, na vazao de 30 mL min’!

Shimadzu.

3.4.9 Tensao Superficial (o)

As medidas foram determinadas utilizando-se um tensidmetro Lauda, modelo TD
1C , pelo método do anel, um Du Noiiy platinum- iridium, didmetro de 10 mm. As solugdes
aquosas de JSGp e JSGs foram preparadas nas concentra¢Oes variando de 0,025%a 0,3% (

Moreira et al 2012).

3.4.10 Viscosidade Intrinseca (n) da JSG

As medi¢Oes foram obtidas através de um viscosimetro Cannon-Fenske (Schott-

Gerite, modeloAVS-350). Todas as solucdes, em torno de 0,12% (w /v),concentracio inicial,
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foram preparadas por mistura com agitacio magnética durante pelo menos 24 horas a
temperatura ambiente (25 = 0,01 ° C), seguido por filtracdo em membrana de acetato de
celulose com poros de 0,45um. As diluicdes médias das concentragdes (,02 a 0,12g/dL) foram
preparadas usando dgua destilada como solvente. Uma aliquota de SmL de cada solucdo foi
colcada num tubo capilar SCHOTT 5203 sob temperatura constante de 25°C+0,01 e acoplado
ao termostato. Os valores dos tempos de drenagem obtidos sdo a média de seis determinagdes
independentes. A massa molar viscosimétrica média (Mv) foi calculada usando-se a equagdo
03 de Mark-Houwink:
[n] =k * Mv* (03)

Onde, k e a sdo constantes dependentes da natureza do soluto e do solvente. Os fatores k =

0,49 cm’. g'1 e o expoente a = 0,63 foram usados para os célculos (Souza et al, 2010).

3.4.11 Potencial Zeta (Zp) e Tamanho de particula

As medidas foram determinadas utilizando-se um equipamento Malvern 3000
Zetasizer Nano series ver. 7.01, em cela capilar (modelo DTS 1060) que acompanham o
pacote bdsico do equipamento ZetaSizer (Malverne Instruments, UK). As andlises do
potencial zeta foram realizadas com aliquotas das suspensodes aquosas de JSG, JSGp diluidas
de 1:100 (v/v).. As suspensdes foram preparadas e mantidas sob agitacdo mecanica de 7500
rpm, durante 5 minutos . Em seguida o pH das solucdes foi ajustado para 7,4. A drea de
superficie especifica aparente (ASEA), m?/cc, as particulas em solucdo a 0,1% é calculado por
(Equagao 04).
ASEA=6Z(vi/d;)/pZ(vi) (04)

Quando v; é o volume relativo, di é o didmetro [D( 3,2)], p ¢ a densidade do material (para

valor ndo medido habitual € usado 2,65).

3.4.12 Propriedades reolégicas de soluciao aquosa JSG

As propriedades reoldgicas de fluxo continuo foram determinadas num redmetro 2000
Voltagem avancada AR controlada com banho de temperatura controldvel e geometria do tipo
20 mm de diametro de cone e prato, o angulo de 2 ° 0040 "e um truncamento de 53

micrémetros, frequéncia de 1 Hz e taxa de cisalhamento de 0 a 1000 s™'. A JSG solugdo foi
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preparado na concentracdo de 0,5% (w / v) em dgua destilada a 25 ° C. a solucdo foi agitada a
800 rpm durante 24 h, o pH foi de cerca de 7,0. O modelo matemético proposto para avaliar o

indice de pseudoplastia, viscosidade e indece de conscisténcia foi o0 modelo da lei da poténcia

A Lei de Poténcia, também conhecida por modelo de Ostwald-de-Waelle, é um
modelo matemdtico que pode ser deduzido através do modelo de Sisko, admitindo que p o é

pequeno, sendo dada pela expressdao (Equagao 05):

t=Ky" (05)

Em que K € designado por fator de consisténcia e n € o indice da lei de poténcia.

3.4.13 Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

Foram realizadas andlises de Microscopia Eletronica de Varredura da GMB
através do Microscopio Eletronico de Varredura de 20.000 kV de forca, com ampliacdes de
1000x, 5000%, 10000x e 50000x,com a colaboracdo do Centro de Tecnologias Estratégicas do
Nordeste-CETENE.

3.4.14 Andlise de Microscopia de Forca Atomica (MFA)

As imagens de MFA foram obtidas por meio do microscépio Nanoscope Illa
(Veeco, CA), no modo de varredura intermitente (tapping mode), no qual a ponta de prova do
equipamento varre a superficie da amostra com “batidas” intermitentes produzidas numa
frequéncia proxima a de ressonancia do cantilever. Tal modo de operacdo elimina quase que
completamente as forcas de arraste lateral, que ocorrem com frequéncia quando produzimos
imagens no modo contato, evitando assim, danos na superficie de amostras frageis. A sonda
utilizada € feita de Si e possui constante de mola de aproximadamente 46 N/m (modelo TESP
- Bruker). As imagens foram obtidas com resolugdo de 512 x 512 linhas (resolugdo maxima
do equipamento), e velocidade de varredura de 1 Hz. As amostras de GMs foram diluidas em
agua Milli-Q em uma concentracdo variando de 0,2 - 1%, sob agitagdo magnética, durante 2
horas e acondicionada a uma temperatura de 10°C durante aproximadamente 8 horas. Em

seguida, foram depositadas em um substrato de mica (aproximadamente 2 pl) e deixadas em
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repouso em temperatura ambiente por aproximadamente 4 horas. Finalmente as amostras sao

levadas para andlise no MFA em temperatura ambiente.

3.5 Atividades biolégicas das amostras JSGp e JSGs.

Para um melhor entendimento das escolhas das bioatividades testadas, faz-se
necessdrio esclarecer a estratégia experimental adotada na selecdo das amostras testes. Nesse
contexto, por exemplo, a amostra teste JSGp nao mostrou atividade antiviral, mas apresentou
baixa toxicidade em ensaios curtos, sendo qualificada para os testes antidiabéticos. Da mesma
forma, a amostra JSGs foi testada quanto a atividade cicatrizante, nao apresentando boa
adesividade a pele, sendo descartada para esse teste, porém, apresentou boa atividade
antiviral, corroborando com a literatura que especifica a modificagdo por sulfatacdo para os
testes antivirais. De acordo com o embasamento tedrico, custeio dos testes e escolha das
parcerias, os testes bioldgicos foram divididos em trés experimentos de acordo com testes

preliminares.

Para JSGs foram escolhidos dois testes antivirais: (1) para os virus da poliomielite
PV1 e (2) para herpes HSV1. Para a mostra JSGp foram realizados os testes antidiabético e

cicatrizante.

3.5.1 Atividade antiviral da JSGs

3.5.1.1 Testes sobre a bioatividade antiviral da galactomanana sulfatada (JSGs) frente aos
virus do herpes simplex (HSV 1) e Poliovirus (PV)

3.5.1.1.2 Obtencao das Células e virus para os testes

HEp2 (células epiteliais de carcinoma da laringe humano, ATCC CCL23), utilizado ao
longo de, foram cultivadas em Dulbecco Eagle modificado de meio (DMEM), suplementado
com 10% de soro fetal bovino (Invitrogen - Gibco, EUA), 100 UI / ml de penicilina
(Novafarma Induastria Farmacéutica, BR), 100 mg / ml de estreptomicina (Gibco BRL, EUA)
e 2,5 mg / ml de anfotericina B (Meizler Biopharma S / A, BR). O HSV1 isolado a partir de
espécimes clinicos e foi fornecida pelo Departamento de Virologia (IMPPG / UFRIJ, BR) € a
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PV1 (VR58) é uma cepa ATCC. Os estoques de virus foram titulados por ensaio de placa e

armazenados a -20 ° C em glicerol a 10%.

3.5.1.2 Ensaio de citotoxicidade em células HEP2

A citotoxicidade do composto em HEp2 células foi avaliada por ensaio do MTT
(brometo de dimethyl thiazolyl diphenyl tetrazolium) utilizando kit (Sigma Chemical.
Co.,EUA), de acordo com as especificacdes do fabricante. Resumidamente, as culturas de
células cultivadas em microplacas de 96 pogos (TPP, Suica), e acerca de 70% de confluéncia
em diferentes concentracdes do composto e incubado durante 72h a 37° C a concentragcao
citotéxica de 50% (CC50) foi calculada por andlise de regressdo, como a concentracdo da
substincia capaz de reduzir a densidade 6ptica do MTT em 50% em comparagdo com o

controlo.

3.5.1.3 Ensaio de reducdo de placa (PRA)

A atividade antiviral de JSGs foi avaliada por Ensaio de reducdo de placas, acordo
com Melo et al, 2008. Resumidamente, as culturas de células cultivadas em confluéncia de
aproximadamente 100 % em microplacas com 24 pocos (TPP, Suica) foram tratadas com
concentragdes varidveis do composto (1500, 1000, 750 e 500 pg / ml para HSV1, e 10,5,2 .5
e 1,25 pg /ml para o PV1 ) sob diferentes protocolos (ensaio de tempo de adi¢do, ensaio de
inibicdo da adsorcdo, ensaio de inibi¢do da penetracdo e ensaio virucida). As culturas de
células infectadas e tratadas foram sobrepostas com agarose nutriente (DMEM 2x/1,8% de
agarose [v/v]) contendo MgCl, 25 mM (Yamamoto et al, 2009) e incubadas durante 40 h a 37
°C. Células foram fixadas com formaldeido a 10% de PBS, pH 7,3 , e coradas com 0,5% de
violeta cristal em etanol a 20 %. A porcentagem de inibi¢do viral (VI%) foi calculada como:
9% VI =1 - (UFP em células tratadas/UFP no controle células)]x100 (Nishimura et al, 1977) ,
onde, UFP € unidade formadora de placa. A concentracdo inibitéria 50% (IC50) foi
determinada como a concentracdo da substancia capaz de reduzir o nuimero de UFP em 50%,
por andlise de regressdo. O indice de selectividade (SI) foi expresso como a proporcao de
CC50/IC50. O Ensaio de tempo de adi¢do: realizada de acordo com Faccin Galhardi et al,
2012. Foram adicionadas vérias concentracdes do composto a culturas de células antes (1 h e
2 h), durante (tempo O h ) e depois ( 1h e 2h) da infecgdo , seguida de PRA no ensaio de

inibicdo da adsorcdo. As culturas de células foram pré-incubadas a 4 ° C durante 1 h e
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submetidas a concentracdes varidveis de JSGs simultaneamente com a infeccdo viral. As
células foram novamente incubadas a 4 ° C durante 1 h, seguida de PRA (Minari et al, 2011);
Ensaio de inibicdo da penetracdo. Este teste foi realizado como descrito por Cheng et al.
(2004), com pequenas modificacdes. As células foram pré-incubados a 4 ° C durante 30 min ,
e mantidas infectadas a 4 ° C durante mais 90 minutos para adsor¢do viral. As culturas foram
submetidas as concentracdes de JSGs e incubadas a 37 °C durante 10 min. As células foram
entdo lavadas com PBS (pH 3 ) durante 1 min e imediatamente neutralizou-se com PBS ( pH
11), seguido por PRA - ensaio virucidas : dilui¢des de virus foram incubadas a 37 ° C durante
1 h, com vérias concentracdes do composto, e inoculados seguido por PRA (Rincdo et al,
2012) Zynvir ( aciclovir sédio - ACV ) ( Novafarma Inddstria Farmacéutica , Andpolis, GO,
BR ) e interferon (INF) ( Meizler Biopharma S/A, SP, BR ) foram utilizados como controle

positivo de inibi¢do viral.

3.5.1.4 Ensaio Imunofluorescéncia (IFA)

O ensaio foi realizado de acordo com Faccin et al. (2007). As culturas de células
cultivadas em microplacas com 24 pog¢os em laminulas foram infectados ou com HSV1 ou
PV1, na presenca de concentragdes variadas do composto. Aproximadamente, 18 h mais
tarde, as células foram lavadas com PBS (pH 7,3), fixadas com acetona fria e bloqueadas com
po leite em p6 desnatado a 2% PBS durante 30 min. As células foram incubadas com o soro
de camundongo anti HSV1 (Santa Cruz Biotechnol., EUA) ou soro de coelho anti PV1
(INCQS, BR), seguido por trés lavagens com Tween 20 a 0,05% em PBS e incubadas com
soro de cobra anti IgG de rato (HSV1) ou soro de cobra anti IgG de coelho (PV1) Conjugados
com FITC (Sigma Chem. Co, EUA). As células foram examinadas num microscépio de
fluorescéncia (Zeiss axio Imager.Al), 100 células /laminulas foram contadas e a percentagem

de inibicdo de células fluorescentes calculada.

3.5.1.5 Reacdo em cadeia da polimerase ( PCR)

3.5.1.5.1 O efeito de JSGs em HSVI

A sintese de DNA foi realizada como descrito por Tal-Singer et al. (1997). O
DNA viral de células infectadas (2 x 106 células) e tratadas com diferentes concentracdes do
composto (150, 50, 25, 12,5 pg / ml) foi extraido extraidos usando comercial kits (QIAamp

® DNA Mini e Mini sangue). DNA viral a partir de as células infectadas tratadas com
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aciclovir (3 mg / ml) (Zynvir — Nova farma Inddstria Farmacéutica, BR) , ADN virai de
células infectadas sem Tratamento JSGs e ADN a partir de células nio infectadas e sem

tratamento foram utilizados como controles.

Os pares de primers usados para ICP4 foram: ICP4 (5S0GGCGGGAAGTTGTGGACTGG30)
e ICP4R(5S0CAGGTTGTTGCCGTTTATTGC30). A reacdo foi realizada em num volume
final de 25 ml, contendo 20 mM Tris - HCI (pH 8,4), 50 mM KCl, 1,5 mM de MgCl, , 0,2
mM de cada ANTP, 2 moles de cada um especifico iniciador (Invitrogen, Life Technologies,
UK), 2,5 U de Tag DNA polimerase, ¢ 5 ml de DNA extraido. O programa consistiu de
desnaturacdo a 94 ° C durante 4 minutos e 40 ciclos de desnaturacio a 94 ° C durante 1 min,
hibridacdo a 60 ° C durante 1 min, e a polimerizacdo em 72 ° C durante 1 min, seguido por
uma extensdo final de 7 minutos a 72 ° C. Dez microlitros dos produtos da PCR foram
aplicados em gel de poliacrilamida 12 % gel. Os tamanhos esperados para ICP4 sao 138 pb. O
efeito de JSGs na células, Sintese de RNA do PV1 foi avaliado por RT-PCR, como descrito
por Pliaka et al , 2010. RNA viral infectados e as células tratadas ( 2 x 106 células ) com
diferentes concentracdes do composto ( 10, 5, 2, 5 e 1,25 u/ml) foi extraida com kit
comercial (QIAamp® RNA Mini Kit). O RNA viral a partir de células infectadas e tratado
com alfa2B humano interferon (10000 IU/mL) (Meizler Biopharma S / A, BR), RNA viral
das células infectadas sem tratamento e RNA a partir de células ndo infectadas e sem
tratamento foram usados como controles. Inicialmente, a transcri¢ao reversa foi realizada com
um volume final de reacdo de 20 ml. Uma primeira mistura constituida por 5 pmol de
iniciadores aleatérios , dNTP 1 mM e 4dgua livre de RNAse até um volume de 7 ml foi
preparada. Sete microlitros da primeira reagdo foram misturadas com 5 ml de RNA viral e
incubADOS durante 5 min a 65 ° C. Posteriormente, uma segunda mistura constituida por
tampao MMLV, 1 x, 0,01 M de DTT, 100 U de transcriptase reversa MMLV (*) e e dgua
livre de RMNase até um volume de 8 ml foi preparada. Oito microlitros da segunda mistura
de reacdo foram adicionadas a cada amostra e em seguida incubadas durante 10 minutos a 25 °
C,50mina37°Ce 15 mina 70 °C. A reagdo de PCR foi realizada num volume final de 25
ml contendo dNTP 0,4 mM, 2 pmol de cada iniciador, 2,5 U de Taq DNA polimerase com o
tampdo de PCR A (*) e de cDNA. Iniciadores especificos para PV, genes do capsideo (VP1-
VP4) foram S0AGTTTCACCGAAGGCGGA30 P e
S0OCGCTGACACAAAACCAAGGA30 (R), resultando em um produto amplificado de 102
pb. O programa de PCR consistiu de uma desnaturacio a 95 ° C durante 10 min , seguido por

40 ciclos de desnaturacdo durante 15 s a 95 ° C, hibridizacdo a 60 ° C durante 1 min e
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extensdo de 1 min a 72 ° C. O ciclo final de extensdo foi de 7 min a 72 °C. Aliquotas de dez

microlitros dos produtos de PCR foram resolvidos num gel de poliacrilamida a 12 %.
3.5.1.5.2 Disseminacdo de célula-célula de HSV1

A avaliacdo da propagacdo célula-célula HSV1 foi realizada de acordo com
Ekblad et al, 2010. As culturas de células foram submetidas a concentracdes do JSGs 1 e 2h
apos a infeccdo e as placas foram avaliadas apds, aproximadamente, 40h de incubacdo. Uma
média de 10 dreas de placas foi estimada por imagem digital, usando a imagem Software

J(http://rsb.info.nih.gov/ij/).

3.5.1.5.3 O potencial sinérgico combinado de JSGs com Aciclovir (ACV) para HSV1

O teste foi realizado de acordo com Gong et al. (2004), com o minimo de
modificacdes. O JSGs foi testado separadamente para quatro concentracoes: 0,25 x ICsp, 0,5 x
ICsp, 1,0 x ICsp, 2,0xIC50, e ACV também foi testada separadamente para quatro
concentragdes: 0,25xICsg, 0,5%ICsg, 1,0xICs, 2,0xICso. A mistura de vérias concentracoes de
JSGs e ACV numa proporcao fixa, ou seja, 0,25%ICsy de JSGs combinado com 0,25 x ICsg de
ACYV, adicionados concomitantemente a infec¢do, foi submetido a PRA. O grau de interac¢ao
JSGs e ACV foi encontrado pelo indice de combinacao (IC ) = CA/CB + ICspa/ICsop, onde Cy
e Cp sdo as concentracdes das substancias A e B utilizados em combinacdo para alcancar um
efeito de 50 % , e ICspa € ICsop s@0 as concentragdes inibitdrias para os agentes por si sO para
provocar o mesmo efeito. Um IC de menos do que, igual a ou superior a 1 indica sinergia,

aditividade e antagonismo, respectivamente (Zhao et al, 2004).

3.5.1.6 Analise estatistica

Anova seguida do teste de Tukey (BioEstat 5.0 para Windows XP, 2007) foram
aplicados para determinar a diferenca entre os experimentos com os grupos de polissacarideos
sulfatados e controle. Valores de p < 0,05 foram considerados significativos. Os experimentos

foram realizados em triplicata.


http://rsb.info.nih.gov/ij/
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3.5.2 Atividade hipoglicemiante da JSGp

3.5.2.1 Teste de toxicidade aguda em camundongos da amostra JSGp

O ensaio de avaliacio da toxicidade aguda em camundongos da JSGp foi
realizado de acordo com o protocolo descrito por Vasconcelos et al (1994), com
modificacdes. A amostra foi administrada via injecdo intraperitonial (0,3 mL. 10 g™ de peso
corpéreo) nas doses de 25, 50, 100, 150 e 200 mg. Kg”' de peso corpéreo. Para cada dose foi
utilizado um grupo de seis camundongos machos Swiss obtidos do Biotério Central da
Universidade Federal do Ceard (Biocen-UFC), pesando de 12-15 g e acomodados no Biotério
de Experimentacdo do Bioprospec—UFC até atingirem peso ideal para o ensaio (20-25 g). Os
animais receberam racao e dgua ad libitum e mantidos a temperatura de 20-22 °C e ciclo 12 h
claro/12h escuro (12/12 h). Ap6és 72 h da inoculacdo das amostras em diferentes
concentragdes, foram contados os individuos mortos, caso tenha ocorrido, para calcular
medidas de dispersdo como média, desvio padrdo e coeficiente de varia¢do. Foi utilizado

como controle negativo uma solucao de NaCl 0,9 %.

3.5.2.2 Testes de aplicac@o do hidrogel de JSGp: Efeito anti diabéticos em ratos diabéticos.

3.5.2.2.1 Animais e o Tratamento

Ratos Wistar machos Cinco dias de idade foram separados de suas maes durante 8 h.
Eles foram divididos em dois grupos: um grupo (grupo diabético) recebeu uma injec¢ao
intraperitoneal (ip), de STZ (120 mg / kg de peso corporal) recentemente diluido num tampao
de citrato (citrato 10 mM, Na, pH 4,5) e a outra (ndo grupo D) recebeu apenas o veiculo (ip)
num volume equivalente e serviu como controlo (grupo C, n = 6). Na 10* semana de idade, os
ratos do grupo D foram divididos em dois grupos. Um grupo foi tratado com galactomanano a
10 mg / kg de peso corporal cada dia dissolvido em dgua e administrados por sonda oral, duas
vezes por dia (grupo G) durante os proximos 5 sem luz. Os ratos do segundo grupo (grupo D),
foram tratados com agua por sonda oral, durante os proximos 5 sem luz. Os ratos dos trés
grupos foram mantidos sob 12 horas de luz, 12 h ciclo escuro (luzes acesas em 0600 h), a 23
°C, e com pleno acesso a alimentos (Nuvilab pelotas de comida equilibrados; Nuvital SA,

Colombo, Brasil) . O peso corporal, glicemia, dgua e ingestdo de alimentos foram medidos
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semanalmente entre o desmame sacrificar (12 semanas). Cauda sangue foi coletado para

determinacdo de glicose usando um glicosimetro (Lifescan, Escdcia, Reino Unido).

3.5.2.2.2 Teste de tolerancia a glicose (GTT)

Teste de tolerancia a glicose (poGTT) foi realizado em 800 h, apés 12 h de jejum
(comida foi retirada em 2000 h na noite anterior). Em 10 semanas de idade (antes do
tratamento) e 15 semanas de idade (durante o tratamento) animais, a carga de glucose (75 mg
/kg de peso corporal) foi administrada por sonda esofdgica, e amostras de sangue da cauda
foram recolhidas a 0, 5, 15, 20, 30, 60, e 90 min apés a administracdo de glicose para a

determinacdo de glucose no sangue.

3.5.2.3 Eutandsia

Na décima sexta semana, todos os animais (12 horas em jejum) foram decapitados sob
anestesia com tiopental de sédio (20 mg / kg de peso corporal) em 800 h, e o sangue do tronco
foi recolhido. O soro foi utilizado para dosagem de triacilglicerol (TAG) e de colesterol. Apds
laparotomia, a regido inguinal (SC), epididimo (PE), e retroperitoneal (RP), regides de bolsas
de gordura, foram retiradas e pesadas (balanca analitica, com precisdo de 0,1 mg). Os
procedimentos descritos seguiram o protocolo institucionalmente aprovado em conformidade
com os Principios Eticos na Experimentacio Animal adotados pelo Instituto de Ciéncias
Biomédicas, sewguindo as normas do Comité de Etica em Pesquisa Animal e da Federacio
das Universidades para a Handbook Bem-Estar Animal na Administracdo de Cuidado de

Animais de Laboratério.

3.5.2.4 Andlise estatistica

Para os resultados foram utilizados o método de analise de variancia com dois fatores
(ANOVA) com medidas repetidas, seguida pelo teste post hoc de Bonferroni que foi utilizado
para comparagdo da evolucdo semanal de peso corporal e glicemia, dos perfis de glicose de
poGTT. Para outras comparagdes, foi adoptada uma andlise de varidncia one-way, seguido

pelo teste de Tukey. As diferencas foram consideradas significativas quando p <0,05. A
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andlise foi realizada utilizando o pacote de software de estatistica GraphPad Prism Versao 5.0

para Windows (GraphPad Software, San Diego, CA).

3.5.3 Atividade cicatrizante da JSGp
3.5.3.1 Avaliagcdo da atividade anti-inflamatéria e da citotoxicidade da JSGp

3.5.3.1.1 Isolamento de Polimorfonucleares (PMN)

Polimorfonucleares, predominantemente neutréfilos (80-90 %) com viabilidade de 90
+ 2,0 % (exclusao ao azul de Tripan), foram obtidos de sangue humano cedido pelo Centro de
Hematologia e Hemoterapia do Cearda — HEMOCE (buffy coat) e isolados de acordo com o
método de Lucisano e Mantovani (1984). O sangue foi centrifugado, o plasma desprezado e o
soro lavado diversas vezes com solugdo salina, utilizando solucdo de gelatina 2,5 % (p/v) para

formar um gradiente de separagdo dos componentes sanguineos.

3.5.3.1.2 Atividade anti-inflamatéria da galactomana em neutréfilo humano

3.5.3.1.2.1 Desgranulagdo de neutr6filo humano induzida por PMD mensurada pela atividade
da mieloperoxidase (MPO).

A suspensdo de neutr6filos humanos (5 x 10° células/mL) foi pré-incubada por 15
minutos a 37°C com Galactomanana (10, 50 e 100 pg/mL), Agua (controle do veiculo),
HBSS (células ndo-tratadas) ou indometacina (100 uM, droga padrdo). A seguir foi
adicionado forbol-12-miristato-13-acetato (PMA, 0,1 uM) por 15 minutos a 37°C. Decorridos
esse tempo, o material foi centrifugado e o sobrenadante obtido foi empregado para
determinacdo da atividade da MPO. Para tanto, aos 50 pL do sobrenadante foi adicionado
PBS (100 pL), tampao fosfato (50 uL) e H>O, (0,012%). Apds S minutos a 37°C foi acrescido
20 pL de 3,3’,3,5 -tetrametilbenzidina (TMB 1,5 mM) e a reagdo foi interrompida pela adi¢do
de 30 puL de acetato de sodio (1,5 M; pH 3,0). A absorvancia foi determinada em 620 nm. A
construcdo de uma curva padrdo pela adicdo de quantidades crescentes de MPO (0,125 — 3
U/mL) permitiu relacionar a absorvancia com as unidades enzimdaticas/mL. Os resultados
foram expressos como percentual de inibicdo da liberacio de MPO (Ubeda e colaboradores,

2002; DE YOUNG et al., 1989).
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3.5.3.1.3 Teste de citotoxicidade em neutrofilo humano

3.5.3.1.3.1 Determinacdo da atividade da Lactato Desidrogenase (LDH).

A LDH ¢ uma enzima citosélica, assim sua detec¢do no fluido extracelular é um
indicativo de morte ou perda da integridade celular e na avaliacdo da viabilidade celular
constitui num método mais sensivel que a técnica de exclusdo com azul tripan. O principio do
ensaio constitui numa medida espectrofotométrica do consumo de NADH durante a acdo
catalitica da LDH que reduz o piruvato a lactato (Bergmeyer; Bernt, 1963). A citotoxicidade
da galactomanana foi avaliada pela medida da LDH em suspensao neutréfilos, através de Kit
de deteccdo Liquiform (Labtest, Brasil) de acordo com as instru¢des do fabricante, sendo a

atividade enzimatica determinada com emprego da férmula abaixo(equacdo 06).

A=[(A1-A2)/2] x 1746,03 (06)
Onde:

A= atividade da enzima LDH na amostra em U/L;

Al= absorviancia inicial (1 minuto) em 340 nm;

A2= absorvancia final (3 minutos) em 340 nm;

1746,03= fator de célculo estipulado pelo fabricante para volume de amostra de 25 pL.

A toxicidade da Galactomana foi avaliada em trés experimentos independentes,
com medidas didrias em triplicata.

3.5.3.1.4 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada com o auxilio do programa GraphPad Prism 5.0
(USA). Os resultados foram expressos como média + erro padrao da média (E.P.M.) e a
comparacao entre as médias foi realizada utilizando andlise de variancia (ANOVA) seguida
pelo Teste de Tukey. As diferengas foram consideradas estatisticamente significativas quando
p <0,05.

3.5.3.1.5 Testes de aplicag¢@o da solu¢do de JSGp aplicado a cicatrizacao de feridas abertas

Foram utilizados 15 ratos machos da raca Wistar de idade adulta e peso corpéreo médio
de 203 g a 157g. Os animais foram mantidos isolados em gaiolas apropriadas e receberam

racdo e agua adlibitum. Os animais foram anestesiados com doses adequadas de Cloridrato de
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ketamina 10% e cloridrato de xilazina 2%, de acordo com peso do animal. Ampla tricotomia
era feita na regido do dorso do animal, em seguida submetida a anti-sepsia com alcool iodado
a 2% e protecdo com campos cirurgicos estéreis. Posteriormente, com um molde de
polipropileno especificamente confeccionado; a pele € esticada de modo a evitar a formagao
depregas. O molde é apoiado sobre a pele, para a demarcacio da drea de 2 cm?, isto feito, o
molde era retirado para a realizacdo da incisdo, cortando assim um segmento quadrado da pele
para posterior aplicacdo na ferida aberta do medicamento pretendido, de acordo com o grupo
selecionado.Os animais foram divididos aleatoriamente em oito grupos de trés membros. O
grupo 1: controle com trofodermin creme (bactericida para aplicacdo tépica de amplo
espectro); Grupo 2: tratados com solucdo salina (NaCl a 0,9%); Grupo 3: aplicacdo do
hidrogel de galactomanana (JSGp). O periodo de medidadas das feridas, pesagem, tricotomia
e tratamento era realizado a cada 4 dias, até completar 20 dias de experimento. A limpeza das
gaiolas era feita diariamente para manter o local asseado e livre dos dejetos dos animais. As
lesdes de dois cm” foram mensuradas através de um paquimetro Digital Caliper Within 300
mm, com precisdo de 0,0lmm e por meio deste avaliados o comprimento e largura da lesao.
Todo o procedimento foi realizado de acordo com as normas do Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal — COBEA. O protocolo utilizado estd de acordo com os padrdes
éticos estabelecidos pelo comité de ética em pesquisa com animais da Universidade Federal

do Ceara.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Classificacao botanica da espécie Caesalpinia ferrea Mart ex Tul Var Férrea.

A espécie vegetal foi identificada como Caesalpinia ferrea Mart. ex Tul.Var. Férrea,
Familia das Fabaceae-caes, Sub familia Caesalpinoidea e género Caesalpinia (Figura 5) .
Recebeu um numero da exsicata 44695, estando depositada no Herbdrio Prisco Bezerra,

Departamento de Biologia da Universidade Federal do Cearé .

Figura 5. Arvore do juci
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Fonte: autor

4.2 Rendimentos da extracdo e aspecto das galactomananas antes e depois da
purificacao.

Pelas condigdes submetidas nesse trabalho, o rendimento apds a extracdo e
purificacdo foi de 31 + 1% (Tabela 3) de galactomanana retirada dos endospermas das
sementes de Caesalpinia ferrea. Resultados similares foram encontrados na literatura, cujo
rendimento variava de 25,5 a 30% para a maioria das espécies da subfamilia Caesalpinioideae
(Buckeridge et al, 1995). Baseado nesses valores, o método empregado foi eficaz para
extracdo de galactomanana das sementes de jucd (JSGp) que apresentou baixos teores de

proteina, acucares e nitrogénio e residuos de impirezas (tabela 4). O aspecto visual revela a



51

saida de compostos fendlicos que dao a esse polimero, antes da despigmentacdo, cores
variando do amarelo ao marrom. O uso de NaCl na concentracdo de 0.2g/mol foi eficiente
para retirada de proteinas, pois ndo foi possivel detectar nitrogénio por meio da andlise
elementar. Pela mesma andlise, a galactomanana de jucd, antes da purificacdo apresentou um
teor de 0,38%, que pelo fator de corre¢ao ( %N x 6.25) corresponde a 2.38 % de proteina ( ver
Tabela3).

Tabela 3 Rendimento bruto do processo de extracdo de JSG a partir dos endospermas e rediemnto liquido apds
ua purificagdo (JSGp).

Extracao Rendimento (%)
JSG 70 £3
JSGp 31 %1

Fonte:autor

Com o método de extragc@o proposto foi possivel melhorar o aspecto das JSG de
jucd, ficando uma goma mais clara com propriedades fisico-quimicas propicias para sua

comercializacdo (Figura 6).

Figura 6. Despigmentacdo da JSG

Fonte: autor
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Tabela 4. Composicao quimica da JSG

Humidade cinzas Proteina
(%) (%) (%)

Man Gal Ara Glu Rha Xyl C H N S Na Ca

Composicao de acucares (%)? Andlises elementar (%)

JSGP 33.58 12.39 0.06 0.94 n* n* 15.44% 0.06 n* 37.48 643 n* n*<0.3<0.3

JSG° 38.78 13.34 0.49 1.33 n* n* 15.87¢ 1.50 2.38 38.03 6.68 0.38 n*<0.3 <0.3

Areas relativas do polissacarideo hidrolisado por HPLC; Man: manose; Gal: galactose; Ara: arabinose; Glu: glicose;
Rha: ramnose; Xyl: xilose; n *: os valores ndo-detectados. b Depois do processo de purificacdo; ¢ antes do processo de
purificacdo, d valores aproximados.

4.3 Anallise Elementar (AE) de JSG, JSGp, JSGs

Por meio desta técnica foram quantificados os teores de carbono, hidrogénio,
nitrogénio e enxofre nas amostras de JSG, JSGp, JSGs. Os resultados dessas andlises sdao
apresentados na Tabela 5, onde podemos notar que o percentual de enxofre da amostra de
JSGs, corrobora a eficiéncia no procedimento de sulfatacdo. A sulfatacdo com &cido
clorosulfonico-piridina foi eficiente para a sulfatacdo da JSGp. Neste processo utilisou-se
como catalisador a piridina, a qual possui um par de elétrons disponivel que pode formar
pontes de hidrogénio com as hidroxilas livres dos polissacarideos, e isto faz com que a
nucleofilia desses grupamentos aumente, tornando-os mais reativos ( Wang et al, 2012). O
uso do 4cido clorosulfénico como agente sulfatante apresentou uma desvantagem que foi a
sua degradacdo por umidade, pois a inativacdo do 4cido clorosulfonico pela dgua se deve a
sua rdpida interacdo com ela, diminuindo a eficiéncia no processo de sulfatacdo. Portanto o
uso do banho termostatizado a temperatura de 10°C durante a colocacio do acido no reacional

foi de extrema importancia ao €xito da reacao apresentada nesse trabalho.
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Tabela SConstituintes Bésicos de galactomananas antes e depois da purificacdo (JSG e JSGp) e sua modificagio
por sulfatacdo (JSGs), determinados por Andlise elementar.

Amostras Carbono Enxofre Nitrogénio Hidrogénio @ Graude Proteina

(%) (%) (%) (%) sulfatacdo (%)

(%)
JSG 38,03 n.e* 0,38 6,68 0,00 2,37
JSGp 37,48 n.e* n.e* 3,25 0,00 0,00
JSGs 13,36 14,78 n.e* 2,78 1,19 0,00

* ndo encontrado.

4.4 Andlises Termogravimétricas (TG/DTG) das JSGp

Os resultados de andlise termogravimétrica mostrados na Figura 7 para as
amostras de JSG e JSGp, evidenciaram alteracdes no comportamento térmico antes e depois
do processo de purificagdo. Para JSG, a temperatura correspondente a maior perda de massa
(68,36 %) esta por volta de 302°C, enquanto que na JSGp, a perda de massa (69,23%) ocorre
por volta de 312°C. Isso estd relacionado ao fato de que a degradagdo da cadeia polimérica
acontece a temperaturas maiores nas JSGp, correspondendo a uma maior estabilidade térmica
apdés a remocdo de pigmentos. Observou-se também que JSGp apresentou menos sélidos
inorganicos e/ou impurezas, evidenciando-se uma massa residual inferior a 0,01% para as
JSGp quando comparadas a massa residual antes da purificacio (em torno de 1,5%)
(Tabela3). A primeira perda de massa da JSG e JSGp ¢é de 15,14% e 16,02%,
respectivamente, e estd relacionada a umidade da amostra, onde demonstra um carater

hidrofilico das amostras.

Figura 7. Curvas de TGA e DTG, das JSG e JSGp.
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Tabela 6 Curvas de TGA e DTG mostrando as principais etapas de degradacdo da cadeia principal em
temperatura acima de 100 °C, porcentagens de perda de massa e massa residual das membranas analisadas.

1° estagio ile % Perda 2° estagio :le % Perda de %0 Massa
Amostras Degradacao de massa Degradacao massa residual a
O (®) 900 °C
JSG 156,0 15,14 302 68,36 1,53
JSGp 154,0 16,02 312 69,23 0,01

Fonte: autor

4.5 Calorimetria Exploratoéria de Varredura (DSC) da JSGp

As amostras de JSG e JSGp foram analisadas também através das curvas de
Calorimetria Exploratéria de Varredura (DSC) Figura 8, que foram obtidas na faixa de
temperatura entre 25 e 110°C, em célula calorimétrica, sob atmosfera dindmica de nitrogénio
(50 ml min ). O aquecimento foi realizado em uma taxa de 10°C min "'. O equipamento
utilizado para esta andlise foi um DSC 50 da empresa Shimadzu. Observam-se no termograma
DSC da JSG (Figura 18) duas transi¢des: a primeira é resultado da desidratacdo do material,
com um pico endotérmico em 156°C, correspondente aos grupos funcionais hidrofilicos da
JSG; a segunda correspondente a decomposi¢do do material organico, com um pico
exotérmico em 301°C. No termograma da JSGp, observa-se um pico endotérmico em 154°C,
relativo a perda de 4gua intramolecular, e outro exotérmico, em 306°C, correspondente a
decomposicdo da cadeia polimérica. Tanto a JSG quanto a JSGp, depois do processo de
purificacdo, apresentaram um pequeno pico endotérmico em 284 e 291°C, respectivamente
(Figura 19). Esses eventos estdo relacionados a estabilidade térmica do material, uma vez que
se constata uma maior absorcdo de energia de 93,46 J/g na JSGp enquanto que para JSG, foi

de 65,43 J/g , corroborando os dados de TGA.
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Figura 8. Curvas de DSC das galactomananas de juca.
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4.6 Caracterizacao por Espectroscopia de Absor¢ciao na Regiao do Infravermelho (FT-
IR) das amostas de JSG, JSGp e JSGs.

4.6.1 Etapas da purificacdo analisadas por Espectroscopia de Absor¢do na Regido do
Infravermelho (FT-IR).

A figura 9 mostra os espectros da JSG e da JSGp. Através desses foi observado
que durante o processo de purificacdo, em sua estrutura bdsica, ndo foi constatado perdas
relevantes da galactomanana, por exemplo, a degradacdo do polimero, que poderiam afetar,
drasticamente, nas suas propriedades fisico-quimicas. Apds a purificacdo da JSG ela
apresentou uma melhoria na intensidade das bandas espectrais de um modo geral. No espectro
da JGSp observamos as bandas de 3423 e 2921 cmestdo relacionadas ao estiramento
vibracional O-H e C-H. Em 1640 cm™ observa-se o estiramento assimétrico correspondente a
ligacao C-O (Aimin et al, 2011). Nessa regido hd uma similaridade com o espectro de FTIR
de ambas as amostras de JSG e JSGp. As bandas em torno de 1151 a 1129 s@o de grupo C-O
do anel piranosidico da JSG e JSGp. Cerqueira et al (2011) observaram que a regido entre
1198 2 983 cm™ est4 relacionada ao estiramento vibracional de C-O em ligacdes do tipo C-O-
H. Foram observadas, também bandas em 872 e 815 cm’, relacionadas a ligagdes anoméricas
dos grupos B-D-manopiranoses e a-D-galactopiranoses, respectivamente. Essas duas bandas
espectrais comprovam a coexisténcia de a e B ligagdes glicosidicas do polissacarideo JSGp

(Albuquerque et al, 2014).
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Figura 9. Aspecto geral dos espectros de FTIR da JSG e da JSGp
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4.6.2 Espectroscopia de Absorcio na Regiao do Infravermelho (FT-IR) da amostra
JSGs.

Na figura 10, o espectro de FTIR da JSGs mostra as bandas em torno de 3423 cm’le
2921 cm’'referentes aos estiramentos vibracionais de hidroxilas e C-H, respectivamente.
Devido ao aumento do grau de substituicdo por sulfatacdo do polimero, a intensidade da
banda de 2921 cm™ se apresenta diminuida e deslocada. Na regido da impressdo digital do
polissacarideo, onde a intensidade da banda de 1253 cm™ se encontra aumentada corresponde
ao estiramento assimétrico do grupo S=O em 810 cm™ corresponde a vibragio da ligagdo C-
O-S, que € atribuida a substituicdo do sulfato no carbono seis da galactose (Peymanet.al,
2011). As bandas entre 800 a 850 podem ser referidas a posicdo de sulfatacdo no anel de
galactopiranoses. Assim, valores das bandas de 845, 830 e por volta de 820 sdo atribuidas,
respectivamente, a sulfatacdo de C3, C2 e C6 de galactose (Wang et al, 2012; Barros et al,
2013). Por ser extremamente rdpida e de ficil obtencdo dos expectros, a técnica de FTIR se
mostrou eficiente para a monitoracdo da reacdo de sulfatacdo nesse trabalho. Wang et al
(2012) utilizando o mesmo 4cido, em diferentes propor¢des de goma guar, com tempo de
reacdo e protocolo metodologico diferente, obteve graus de sulfatacdo variando de 0,617 a

0,989. Jung et al (2011) demostrou que o aumento da bioatividade biologica de
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polissacarideos sulfatados era proporcional ao aumento do grau de sulfatacio do polimero
estado. Nesse trabalho, obteve-se um percentual de 14,78% de enxofre e um DS de 1,19,

sendo esperada uma boa atividade antiviral testada.

Figura 10. Regidao do espectro de FTIR da JSGp e JSGs e as atribui¢cdes da substitiicdes no carbono-6 da
galactose.
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4.7 Cromatografia de Permeacao em Gel (GPC) de JSGp e JSGs

Na Tabela 7 obesrvam-se os cromatogramas de GPC para as galactomananas
JSGp e JSGs. Os valores da massa molar (M,,) para JSG e JSGp, analisados no presente
trabalho, foram préximos dos encontrados na literatura,onde foram obtidos valores de massa
molar na faixa de 7,00)(105 a 3,05)(106 g/mol( Andrade e Azero, 2000; Torres, Hallmark e
Wilson, 2014), sendo a variagdo de massa dependente da espécie e do processo de extracdo e
purificacdo do polimero natural. No derivado sulfatodo (JSGs) ocorreu uma reducdo nos
valores de M,,, em relacdo ao seu respectivo polimeros sem modificacdo quimica, JGSp, o
que deve ser atribuido a quebra do polissacarideo durante a reagdo de sulfatacdo. O aumento
na degradacdo com o aumento do grau de Sulfatagdo (GS) também foi observado na
sulfatacdo de galactomanana de Cyamposis tetragonolobus (Wang et al. 2013). As
galactomananas de jucd apresentaram-se, através dos resultados dos cromatogramas, como
um polimero de natureza amorfa com uma polidispersividade peculiar. Apds o processo de
sulfatacdo, o polimero apresentou uma reducdo de polidispersividade e uma massa molar

menor, resultando na diminui¢do da viscosidade, apos este processo (Tabela 7).
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Tabela 7. Massas Molares de JSG , JSGp e JSGs.

Amostraz M (g/hbl) Muoighdol) MMw'hvi

JSG 401x 10" 0,843 x 10r 476
I5Gp 3,61 x 10° 1,57 x 10° 229
HETE 48x 10° 40x 10° 120

Fonte: autor

4.8 RMN 'H e RMN “C da JSGp: razio M/G

A espectroscopia de RMN de 'H e °C é um método eficiente para analisar as
caracteristicas estruturais dos polissacarideos. O Espectro de RMN de 'H do polissacarideo
(JSG) mostrou sinais (6 4.736 and 6 5.020 ppm) correspondentes aos prétons anoméricos de
B-D-manose e a-D-galactose, respectivamente. A regido anomérica de “C RMN (8 102,8-
101,5 ppm) foi atribuida a L-1-a-D-galactopiranosil, & 101,5 ppm (por residuo G1), M-1-B-D-
manopiranosil, & 102,8 ppm (por residuo M1 ) e M-1-B-D-manopiranosil ramificada em O-6 o
102,6 ppm (residual L-M1) (Souza, Ferraz & Sierakowski, 2010). Outros deslocamentos
quimicos de carbono (C2 a C5) e hidrogénio (H2 a HS5) de JSG sao resumidos nas Figuras 11
e 12. Eles estdo em conformidade com os relatados na literatura (Ganter, et ai, 1994; Gong et
al 2011 ; Alburquerque et al, 2014; Buriti et al 2014; Pawar & Lalitha, 2014). Através da
integracdo relativa aos sinais 4.736 e 5,020 ppm no RMN de préton e os sinais 102,8 ( 102,6
ppm) e 101.5 ppm no RMN de carbono, na Figura 12, foi calculada a razdo de manose e
galactose (Man/Gal) da JSG. A razdo Man/Gal obtida foi de 2.4:1 e 2.5:1, e deu-se através
das integracOes relativas das areas dos sinais correspondentes a manose e galactose em ambos
os espectros de RMN de hidrogénio e carbono (figura 11 e 12). Os valores observados para a
JSG presente nesse trabalho estdo coerente com as razdes Man:Gal em outras galactomananas
de Caesalpinia pulcherrima (razdo 2.7:1), Senna multijuga (razdo 2.3:1), Caesalpinia
cacalaco (razao 2.5:1), Gleditisia amorphoides (razao 2.5:1) e Cocos nucifera (razao 2.57:1)
(Srivastava & Kapoor, 2005; Prajapati et al, 2013). Pela substituicdo das galactoses na
cadeia de manose, ocorre o aumento da solublidade devido a posi¢cdo espacial das hidroxilas
das galactose (cis-OH), que induz o impedimento estérico das moléculas pertencentes a
propria malha polimérica e consequentemente, possibilita a sua interagdo com mais moléculas
de agua, formando ligacOes de hidrogénio, portanto, deixando a JSG mais soluvel (Parajapati

et al, 2013, Cerqueira et al, 2011).
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Figura 11. RMN 'H da JSGp e a razio M/G.
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Figura 12. RMN "C da JSGp e a razio M/G.
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4.9 Espectro de RMN *C CP-MAS ( Rotacio do Angulo Migico de 54,7°em polarizaciao
cruzada)-estado sélido de JSG e JSGp

Os sinais em 101,26 e 101,29 ppm, observados na Figura 13, estdo relacionados
ao carbono C1 da manose na JSG e JSGp respectivamente. Os sinais em 94,98 e 94,70 ppm
estdo relacionados ao carbono C1 da galactose na JSG e JSGp respectivamente. Na regido
entre 60 e 85 ppm (Figura 13) predominam dois sinais em79,49 ppm para JSG e outro em
80,66 ppm para JSGp respectivamente. Estes sinais sdo atribuidos aos diferentes carbonos do
anel piranosidico de manose, assim como das cadeias laterais de galactose. Os sinais situados
em 62,21 ppm na JSG e 61,82 ppm na JSGp (Figura 13) sdo atribuidos ao carbono C6 da
manose e da galactose, respectivamente. A Ressonancia Magnética no Estado Sélido constitui
uma alternativa para obtencao de espectros de polissacarideos, que muitas vezes sio de dificil

solubulizacdo e requerem o uso de solventes caros (Yang & Zhang, 2009).

Figura 13. RMN " C CP-MAS das GMN e GMB
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4.10 Viscosidade intrinseca das JSGp e JSGs

De acordo com os resultados experimentais da viscosidade intrinseca foi

observado que, a temperatura de 25 °C houve uma reducdo da massa molar viscosimétrica e
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na polidispersividade apds o processo de sulfatacdo da galactomanana de jucd (Tabela 7).
Utilizando os valores de (k) e (a), segundo Sousa et al 2010, foi possivel obter valores de
massa molar para JSGp e JSGs de 5,4 x 10° e 4,3 x 10 ° respectivamente (Tabela 8). Foi
possivel observar também que o valor de viscosidade intrinseca, [nwq], para JSGp e JSGs

foram de 167,2 dL/g e 132,2 dL/g, respectivamente ( Tabela 8).

Tabela 8. Anélises das Propriedades viscosimétricas das JSGp e JSGs

Amostras n] K? (10'3) (mL/g) a’ My (g/mol)
JSGp 167,2 0,49 0,63 54x10°
JSGs 132,2 0,49 0,63 43x10°

(a) constante de Mark-Houwink e (b) constante de Huggins.

4.11 Analise das propriedades moleculares: Potencial Zeta({), Tamanho de particula e
viscosidade

Através do potencial zeta, foi possivel medir a magnitude da repulsdao ou atracdo entre
as particulas da JSG em suspensdo, o que determina a estabilidade da solu¢do produzida com
o polimero em estudo. Nos resultados da andlise do potencial zeta nao sao mostrados os
histogramas, mas a sua determinagcdo foi conduzida em triplicata, apresentando um unico
pico, monomodal, dando um valor de -7.87 mV, o indice de polidispersividade foi de 2.29 e
uma massa molar de 3.6 x 10° g/mol ( tabela 7), estando em conformidade com os valores
obtidos pela viscodade intrinssica 5,4 X IOSg/mol (Tabela 8). Valores similares foram
encontrados para a mesma galactomanana desse trabalho, e outras com métodos de extragdo e
purificacdo diferentes (Souza et al, 2010; Cunha et al, 2005, Vendruscolo et al, 2009). A JSG
apresenta tendéncia a agregacdo macromoleculares, devido a suas numerosas ligacdes de
hidrogénio intermoleculares, principalmente quando solubilizado em dgua (Li et al, 2006).
Essa caracteristica observada em galactomananas esté relacionada a polidispersividade desses
polimeros. Agregados sdo inevitdveis em solu¢des aquosas de galactomananas, pois ocorrem
ligacdes de hidrogénio inter ou intra moleculares. As cadeias laterais de galactose, sua
substituicdo em cadeias de manose e os grupos de hidroxilas existentes sdo fatores indutivos
para maior ou menor quantidade e tamanho dos agregados (Wang & Somasundaran, 2007,

Oliveira et al, 2014). Observa-se que o modelo matematico da Lei da poténcia, para avaliar o



62

comportamento reoldgico da solucao de 1% de JSG a 25°C, foi adequado para obtengdo dos
parametros como o indice de consisténcia (K), que na qual apresentou um valor de 2.63
(Pa.s)", o indice de fluxo (n) que exibiu um valor de 0.52 e a viscosidade aparente da JSG que
foi de 0,18 Pa. A partir dos resultados da figura 14, foi observado que a viscosidade inicial
decresceu com o aumento da taxa de cisalhamento, significando que apesar da tendéncia da
galactomanana formar agregados, essas interacdes sdo desfeitas quando submetidas a forcas
cisalhantes, exemplo, o movimento peristdltico no intestino. Essa queda brusca da
viscosidade a acdo de forcas cisalhantes revela a tendéncia pseudopléstica, caracteristica de
polimeros do tipo galactomanana (Figura 14). De fato, de acordo com Steffe (1996), quando o
valor de K é maior que zero e o valor de n estd entre o intervalo O< n <1, o fluido é
considerado ndo-Newtoniano, recebendo a denominacdo de fluido pseudopléstico,
apresentando uma alta viscosidade. Essa caracteristica corrobora o fato de apesar da tendéncia
aos enrosco da malha polimérica, a galactomanana consegue abranger uma éarea superficial
maior quando submetida a forcas cisalhantes. JSGp apresentou uma D (3,2) no valor de
4,3um (maior superficie de drea de 9,74 m” / cc) e um maior nimero de particulas de tamanho
de cerca de 100 nm, aparéncia monomodal, quando numa solucdo a 0,1% (w / v). Avaliando o
diametro da particula D(3.2), e correlacionando a drea ao seu volume, deduz-se que a drea em
detrimento ao volume da JSG, tende a aumentar, quando esse volume diminuir, portanto, é
esperado que a medida que essa malha polimérica se estenda, possivelmente terd uma maior
tendéncia em aumentar a superficie de contato. Resultados similares foram encontrados por
Huang et al (2001) com solucdes hidrocoloides de galactomanana de Trigonella foenum-
graecum, obtendo valores de drea superficial de 8.31m2/cc, atribuindo como sendo uma

grande drea superficial.
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Figura 14 O tamanho das particulas, a reologia do JSG, respectivamente: (i) mostra a forma de particulas
monomodal com um valor médio de 100 nm; (IT) o grafico de reologia a diminui¢do observada da viscosidade
com o aumento da velocidade de corte, tipica de comportamento pseudoplastico das JSG

Mumber (%)

Wiscosity(Pas)
{}_,.,—'-’

4.12 Tensao superficial

O aumento da concentracdo de JSG entre 0,025% e 0,3% a 25 °C conduz a uma
diminuicdo moderada na tensdo superficial da dgua (72 mN/m) de 61,80 e 68,74 mN/m,
respectivamente, JSGp (a) e JSG (b) (Figura 4). Esses valores estdo em concordancia com
aqueles relatados para dispersdes de algumas gomas em dgua (Garti, Slavin & Aserin, 1999;
Moreira et al 2012). A goma de guar tem sido descrita como uma das principais estabilizantes
e espessantes na industria de alimentos, com uma capacidade para reduzir a tensao superficial
da dgua para 60 mN / m, quando em concentracdes de cerca de 0,5% (Wu et al., 2009). No
presente estudo, a tensdo superficial da dgua foi reduzido para 60 mN / m por uma solucio a

0,3% JSG (m/ v), ap6ds purificagdo (Figura 15).

Figura 15 Valores da diminui¢@o da Tensdo Superficial da dgua pela JSG e JSGp.
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4.13 Microscopia Eletronica de Varredura ( MEV) da JSGp.

Pelas micrografias geradas pelo MEV da JSGp, Figura 16. em aumento
progressivo de 1000x a 50000x, foi possivel avaliar seu aspecto morfolégico. Em (a),
correspondente a um aumento de 1000x, € constatado que a JSGp apds liofilizacdo, apresenta
um aspecto de uma malha lisa e uniforme de cor branca e aveludada. Nas ampliacdes das
micrografias (b), (c) e (d), com aumentos de 5000x, 10000x e 50000x, respectivamente, foi
possivel visualizar melhor a formag¢do de varias malhas sobrepostas aleatoriamente,
constituidas de poros com didmetros aproximadamente semelhantes e depositadas em
camadas que se entrelagam, formando uma emarenhada rede fibrilar do polimero, que em
maior aumento tem um aspecto de terraco liso e aveludado, sendo essa morfologia

corroborada pelas micrografias de Forca Atdmica.

Figura 16 Micrografias de MEV em aumento progressivo, mostrados em (a), (b), (c¢) e (d),da JSGp, com
aumentos de 1000x, 5000x, 10000x e 50000x, respectivamente.

4.14 Microscopia Forca Atomica (MFA) da JSG, JSGp e JSGs.

Na figura 17 observa-se a micrografia em 3D, em escala de altura de 3 um, da
JSGp, caracterizada por uma rede polimérica entrelacadas, de alturas variadas, que
corroboram com a sobreposi¢do de camadas, visiveis em outras micrografias de MFA e MEV.
A figura 18 apresenta, também, a sobreposi¢do dessas camadas, em micrografia em 3D, numa
escala de altura de 200 nm, da JSGp, mostrando camadas de alturas em cores diferentes,
sendo que, quanto mais escura for a coloragdo, mais profunda é a regido apresentada. Na
figura 19 apresenta-se a micrografia da JSGp, bidimensional, numa escala de altura de 500
nm, revelando que essa sobreposicdo de camadas formam verdadeiros terracos, em camadas
superficiais € em camadas mais profundas, tem uma formacdo em espiral. A figura 20

representa, em 3D, a JSGs, apresentando uma descontinuidade da rede polimérica em
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comparacao com a JSGp, antes da sulfatacdo (b). Ambas as micrografias estdo na mesma
escala de altura de 50 nm. O polimero sulfatado apresenta uma morfologia formada
estruturalmente por pedacos semelhantes e uniformes quando comparada a morfologia da
JSGp ,que apresenta uma estrutura densa, com pedacos de polimeros variados. Essas
observacoes estdo de acordo com a polidispersividade apresentada pela técnica de GPC, onde
se percebe uma homogeneidade dos fragmentos na JSGs, portanto, menos polidispersiva que
a JSGp. A figura 21 apresenta as micrografias da galactomanana de jucd purificada e
sulfatada. Pela micrografia da JSGs observou-se um aspecto esponjoso € um aumento, tanto
em didmetro como em quantidades de poros da galactomanana. Na micrografia da JSGp, em
fases, observou-se um aspecto denso e sem porosidade aparente, na mesma magnitude de
ampliacdo. O aspecto poroso, com aumento do didmetro dos poros da JSGs, se deve a
degradacdo parcial da cadeia polimérica, que apresenta uma descontinuidade superficial,
ocorrendo o aparecimento de cavidades mais ou menos uniformes, por toda area superficial
do polimero modificado. Essa mudanca corrobora com as mudancgas nas propriedades fisico-
quimicas do polissacarideo, que apresenta uma menor massa molar e viscosidade intrinseca,
Além disso, as JSGs nao formam géis firmes, quando se compara com o seu polimero JSGp.
Por meio das imagens obtidas da JSGp,no inicio e final do processo de purificacdo (Figura
22), observamos que o aspecto morfolégico da galactomanana apds o processo de purificacao
¢ mais homogéneo, uma vez que todas as imagens possuem mesma escala de altura (500 nm),
0 que sugere que as regides mais altas (pontos escuros) observadas nas imagens antes e depois

do processo estejam relacionadas com impurezas e/ou pigmentos.

O aspecto morfolégico das JSG (Figura 17) € mais homogeneo apds purificacao, uma
vez que todas as imagens apresentam a mesma dimensdo de altura (300 nm), o que sugere que
as regides mais elevadas presentes antes da purificacdo foram relacionados com impurezas
e/ou pigmentos. Assim, o método de purificacdo foi eficaz para remover as impurezas da
superficie (Lubambo et al, 2013). A MFA micrografia mostra a formagdo de uma rede
polimérica, possivelmente por causa da tendéncia do polimero em solucio para esticar as suas
cadeias, promover expansdo € uma maior tendéncia para aumentar a superficie de contacto
com outros polimeros (Wang & Somasundaran, 2007). Isto possivelmente no controle da
diabetes, torna a JSGp disponivel para interagdo com amido, diminuindo a eficiéncia do a-
amilase, que elevaria os niveis de glicose no sangue. Deste modo, esta formacgdo da rede e a
tendéncia para a agregacao e alongamento, sucessivos podem ser relacionadas com a restricao

da difusdo da glicose a partir do intestino para o sangue. Além disso, essa propriedade de
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gelificacdo ajuda a diminuir lesdes em feridas, pois, em superficies irregulares ela se amolda
ao relevo, possivelmente aumentando a drea de superficie, em caso de feridas abertas,

protegendo contra ressecamento e abertura de novas feridas.

Figura 17. Representa a micrografia em 3D, em escala de altura de 3 um, da JSGp, mostrando uma rede
polimérica entrelagadas caracteristica

Figura 18. Representa a sobreposi¢do de camadas, representada por uma micrografia em 3D, numa escala de
altura de 200 nm, da JSGp




67

Figura 19. Micrografia bidimencional, em 500 nm de altura da JSGp, onde nas regides mais superficiais,

mostram os terracos e nas regides mais profundas exibe uma formacao espiralada.

Figura 20. Micrografias em 3D de MFA, em escala de 50 nm, em que (a) e (b) representam, respectivamente,
JSGs e JSGp.
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Figura 21. Diferencia¢do morfolégica das JSGp e JSGp, através das micrografias obtidas por AFM

Figura 22. Micrografias obtidas por FMA das etapas inicial e final do processo de purificacdo da galactomanana
de jucd

4.15 Atividades biologicas das amostras JSGp e JSGs

4.15.1 Teste de toxicidade da amostra JSGp em camundongos

O polissacarideo de galactomananas JSGp apresentou DLso > 800 mg. Kg™' peso
corpéreo. Mesmo a amostra ter causado mortes, esses valores de DLsy sdo considerados

moderadamente toxicos segundo os critérios de Hodge e Sterner (1949) Portanto, mesmo
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quando injetadas numa via de rdpida absor¢do como a via IP (intra peritonial), a amostra nao
se mostrou muito téxica para mamiferos, ou seja, com valores de DLsy < 25mg.Kg'1
(Berezovskaya, 2003). Além disso, a amostra avaliada terd sua toxicidade bastante reduzida
quando administrada em potencial por via de aplicagdo externa, o uso topico (Tabela 9). O
estudo preliminar in vivo em camundongos revelou que a amostra JSGp desenvolvida nesse
trabalho tem toxicidade minima quando aplicada numa via de rdpida absor¢do como a via IP
(intraperitoneal), onde o valor da DLs, foi abaixo de 25 mg.Kg'l, portanto sendo favordvel ao

uso topico ou em mucosas.

Tabela 9. Classificacio de substincias téxicas para administragdo subcutinea (SC) e peritonial (IP)
(Berezovskaya, 2003).

Clz.ls.s e de Caracteristicas DLsomg/kg
toxicidade
S.C I.P
1 Extrema toxicidade =0,3 =0,2
2 Alta toxicidade 0,4-15 0,3-10
3 Moderada toxicidade 16 — 150 11 -100
4 Baixa tocidade 151 - 1500 101 — 1000
5 Praticamente atoxica 1501 — 4500 1001 - 3000
6 Relativamente sem dano > 4500 >3000

4.15.2 Resultados dos testes sobre a bioatividade antiviral da galactomanana sulfatada
de Caesalpinia férrea (JSGs) frente aos virus do herpes simplex (HSV) e Poliovirus (PV)

4.15.2.1 Ensaio de citotoxicidade em células HEP2 e Atividade antiviral da JSGs

A concentracao citotoxica 50 % (CCsp) de polissacaridio sulfatado extraido de C.
ferrea em células HEp2 foi determinada pelo ensaio de MTT. A Tabela 10 mostra o efeito de
JSGs na replicacdo de HSV1 e PV1 e sua CCsy indicada como maior do que 3000 pg/ml.
Assim, muito baixa ou nenhuma toxicidade pode ser assumida para este composto.

JSGs inibiu HSV1 e PVI com um ICsp de 405 pg/ml e 1,73pug/ml,

respectivamente , e o indice selectivo (SI) de > 7,4 e > 1734, respectivamente (Tabela 10).
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Tabela 10. A concentragio inibitéria 50% (Cls,) de polissacarideo sulfatado de C.ferrea (JSGs), aciclovir
(ACV)e interferon (INF) para HSV1 e PV1 em células HEp2, por placas ensaio. Concentragdes citotoxicas 50%
(CCsp) € o indice de seletividade (SI) sdo também mostrados.

CCs50 HSV-1 PV-1
ICso SI ICso SI
JSGs >3000 405 >7,4 1,73 >1734
ACV? 2550 2100 1,21 NT NT
INF" >1.000.000 NT NT 472 >2118,6

NT Nao Testado ;a: pg/mL; b: U/ mL

4.15.2.2 Resultado da atividade anti-herpética

O polissacarideo JSGs mostrou grande atividade antiviral para HSV1 quando
adicionado simultaneamente com a infecg¢ao viral ( tempo O h ). A % VI foi de 100 % para
1000 e 1500 pg/ml, de 84,1 % para 750 pg/ml, de 70,8 % para 500 ug/ml, de 28,4% para 250
pg/ml. Para os tempos de 1 h e 2 h apds a infeccdo, a % VI foi de 100 % para as duas maiores
concentragdes testadas (1500 pg/ml e 1,000 pg/ml). Por 750 pg/ml e 500 pg/ml, a inibicao foi
de 89 % e 39,1 %, respectivamente. Para o tempo de 1 hora. No entanto, nao foi observada
inibicdo para o tempo de 2 horas apds a infeccdo ( p > 0,05 ). O pré-tratamento inibiu apenas
11 % e 32 % quando o composto foi adicionado 1 h e 2 h antes da infeccdo, respectivamente,
nas mesmas concentracdes (1,000 pg/ml e 1,500 pg/ml ), e com as concentragcdes mais baixas
(750 pg/ml e 500 pg/ml) a JSGs niao foi afetiva. A pré-incubagdo de suspensdes de virus com
JSGs mostrou um efeito inibitério de 60 % na concentra¢do de 1,000 pg/ml. Juntamente com
a inibicdo da adsor¢@o, a inibicdo de penetracdo também foi investigada. Os resultados
demonstraram que o composto inibiu parte do virus em 54 % e 77 % em concentragdes de
1,000 pg/ml e 1,500 pg/ml , respectivamente , mas ndo foi capaz de evitar a penetracdo de
HSV1 nas células (p > 0,05) em todos as concentracdes testadas (Figura 23). A expressdo de
antigénos do HSV1 foi inibida na presenca de JSGs nas concentracdes de 500, 750, 1000 e
1500pg/ml de forma dose-dependente, representado a inibicdo de 42,6%, 72%, 88,5% e
100%, respectivamente. A propagacdo do HSVI1 foi avaliada por meio de medi¢cdo do
tamanho de placas viral, e a os resultados mostraram que houve reducdo da propagacao lateral
da infeccdo nas concentragoes de 500 e 750 pg/ml (Figura 24). Experimento para determinar
se JSGs poderia inibir a sintese DNA do HSV foi realizada pela amplificacio HSV1 ICP4
por PCR. A Figura 24 mostra uma redugdo total do DNA gendmico viral na presengca do

composto a uma concentracdo de 150 ug/ml. O potencial sinérgico da JSGs com ACV para
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HSV1 foi realizada utilizando quatro combinacdes diferentes de concentracdes JSGs / ACV,
100/500; 200/1000; 400/2000 e 800/4000 pug/ml. Todas estas combinagdes inibiram 100% a

replicacdo do HSV1 com uma IC < 0,5, demonstrando o efeito sinérgico.

Figura 23. A inibi¢do de HSV1 por polissacarideo sulfatado de C. Ferrea (JSGs (%) nos protocolos seguintes: (a)
time of addition (-2 A +2); (b) a inibicdo da adsor¢do (IA); (c) inibigdo de penetracdo (PI) e (d) virucida (V) em
culturas de células HEp2 pelo ensaio de redugido de placas, nas concentra¢des indicadas. A percentagem de
inibicdo viral (%VI) foi determinada em comparacdo com os controles, e os resultados sdo expressos como
média + SD triplicado de experiéncias independentes.
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Figura 24. O efeito do polissacdrideo sulfatado de C. ferrea (JSGs) sobre a placa drea de HSV1. As culturas de
células HEp2 foram tratadas com GMS nas concentragdes de 500 mg/mL e 750 mg/mL, 1h e 2h apéds a
HSVlinfeccdo. A drea da placa foi determinada em comparacdo com os controlos, € os resultados sdo expressos
como média = DP de trés experimentos.
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4.15.3 Resultado da atividade Antipoliovirus

A amostra JSGs mostrou maior atividade para PV1, quando adicionada em
simultaneo com a infec¢do viral , em baixas concentragdes ( 1,25-10 mg / ml ) com o mdximo
de % VI, de aproximadamente , 90 % em 10 pug / ml. Quando o composto foi adicionado,
antes e apods, a inibicdo da infeccdo foi observado embora em uma % de VI menor que o
tempo O h. A amostra JSGs inibiu o PV1 em cerca 10 % e 40 %, respectivamente, quando
adicionado 1 h e 2 h antes da infeccdo (p > 0). Na mesma concentracdo, a inibi¢cdo de
penetragdo, a inibicdo da adsor¢do e o ensaio virucida foram respectivamente, % VI, 28 % ,
38 % e 48 % (Figura.25). Por IFA JSGs demonstrou altas porcentagens de inibicdo das
células fluorescentes, de 88% para 1,25 pg / ml, 94 % para 2,5 ug / ml e 100 % de 1000 e
1500 mg / ml, quando o tratamento foi realizado no tempo O h de infeccio. RTPCR
demonstrou que JSGs causou uma significativa inibicao da sintese de RNA viral, como
mostrado na Figura.26B, em a concentracdo mais elevada (10 ug / ml ) e uma curva foi

observada.
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Figura 25. A inibicdo de PV1 por polissacarideo sulfatado de C. ferrea (JSGs) (JSGs) (%) para os protocolos
seguintes: (a) tempo de adicdo (-2a+2); (b) a inibi¢do da adsor¢do (IA); (c) inibicdo de penetracdo(PI) e (d)
virucida(V) em HEp2 culturas de células pelo ensaio de reducdo de placas, nas concentragdes indicadas. A
percentagem de inibi¢do viral(% VI) foi determinada em comparacdo com os controles, e os resultados sdo
expressos como média +SD trés experimentos independentes.
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Figura 26. A inibi¢@o da sintese de 4cidos nucléicos de HSV1 e PV1 por polissacarideo sulfatado de C. Ferrea
nas concentracdes. Eletroforese em gel de poliacrilamida de (A) amplicon de PCR para HSV1 ICP4 (138pb) e
(B)RTPCR amplicon para PV1VP1-VP4 (102pb). MWDST (padrao do peso molecular). (M) e controles de virus
(VC); celular (CC); positivo inibidor (ACV e INF).
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(B) RT-PCR-JSGs x PV1
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A inibi¢do da sintese da proteina viral apresentado por IFA estd em conformidade
com os resultados obtidos por ensaio de redugdo de placa, que demonstrou que a JSGs inibe a
replicacdo do HSV1, adicionado simutaneamente ou depois da infec¢do. O resultado desse
estudo demonstrou que o polissacarideo JSGs ndo interferiu com HSVI em fase de
penetracdo. O teste de PCR demonstrou uma inibi¢do macica na concentragdo de 150 pg/ml
mostrando que a JSGs além do efeito anteriormente mostrado € capaz de reduzir a sintese de
DNA viral. Sobre o efeito citopatico de HSVI1, descobrimos que JSGs reduziu
significativamente a drea da placa de HSV1. Constatando que a disseminacao eficaz do virus
desempenha um papel importante na sua infectividade, a inibicdo da propagacdo célula a
celula é um alvo atraente para novas drogas antivirais. A inibi¢do da disseminacdao de HSV1
célula a célula é uma possibilidade, no entanto, a reducdo da replica¢do do virus causada pelo
JSGs nao pode ser descartada. Recentemente, Cardozo et al. (2011) demonstraram a inibicao
da HSV célula a célula num polissacarideo sulfatado Agaricus brasiliensis obtido a partir de
micélio. Em relacdo ao efeito sinérgico de JSGs e ACV contra HSVI1, os resultados
demonstraram um efeito cooperativo sugerindo que JSGs pode ser usado sozinho ou em
combinacdo com ACV para o tratamento da infec¢do. A inibicdo da replicagdo de PV1
ocorreu por um mecanismo semelhante ao encontrado por HSV1, no entanto, de forma mais
eficaz em menores concentracdes do composto. Similarmente, sugere-se a inibi¢do em
estdgios iniciais da replicagdo de PV1 demostrado pela inibi¢do de penetracdo e adsorcdo de
PV1 mostrando também efeito direto sobre particulas virais, como observado no ensaio
virucida. Além disso, alguns estudos tém relatado o efeito antiviral de polissacarideos
sulfatados apds a internalizacdo do virus na célula. Esses compostos poderiam interferir na
sintese de proteinas virais (Biesert et al, 1990; Gonzalez et al, 1987). Os resultados
demonstraram pelo ensaio de IF, uma elevada percentagem de inibicdo do numero de células
fluorescentes, o que confirma os resultados da placa ensaio de redu¢do e sugerindo inibi¢cao na
sintese de proteinas do PV1 dose dependente. Por outro lado, o RT-PCR demonstrou a
inibi¢do da sintese de RNA viral na concentracdo mais elevada ( 10 pg/ml ) mostrando uma
dose-dependente de inibicdo como na PRA. Este trabalho forneceu a primeira evidéncia
experimental das propriedades antivirais de polissacarideo sulfatado de solu¢io aquosa de C.
ferrea para HSV1 e PV1. Os resultados indicaram que a JSGs interfere em varias fases da
replicagdo do ciclo de HSV1, principalmente na etapa de adsor¢cdo do virus , assim como

apresentando o efeito sobre as particulas de virus e na expressdo de proteinas virais. O efeito
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inibidor do composto na replicagdo de PV1 foi mais significativo e interferiu nas etapas
iniciais de replicacdo do virus , como por exemplo, na etapa de adsor¢do viral e de penetracao
, € na sintese de proteinas virais em baixas concentragdes . Os resultados sugerem que JSGs é

um composto promissor para o desenvolvimento de novos medicamentos antivirais.

4.15.4 Resultados dos testes sobre a atividade antidiabetes da galactomanana purificada
de Caesalpinia ferrea (JSGp)

4.15.4.1 Teste de toxicidade da amostra JSGp em camundongos

4.15.4.2 Efeito do tratamento de galactomanana em ratos diabéticos

Os animais do grupo D (animais diabéticos) mostraram um peso corporal mais
baixo em relacdo ao grupo G (animais tratados com galactomanana). O tratamento com
galactomanana foi capaz de diminuir significativamente (p <0,05) a glicemia dos animais
diabéticos apds o inicio do tratamento em relacdo ao grupo D. No entanto, o tratamento com
galactomanana nao melhorou a tolerancia a glicose em animais diabéticos como observado na
curva glicémica durante GTT (Figura 27 e 28). O peso do coxin de gordura EP de animais
diabéticos tratados com galactomanana foi significativamente mais elevada do que de ratos
diabéticos ndo tratados (Figura 29). O tratamento com galactomanana também foi capaz de

reduzir significativamente os triglicéridos de animais diabéticos (Figura 28).
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Figura 27. Massa corporea (A), Glicemia semanal (B), Teste oral de tolerancia de glicose (C) Ratos diabéticos
tratados e ndo tratados com galactomanana. * p<0.05, diabetes vs. galactomanana.
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Figura 28. Triacilglicerol (TAG) and colesterol total (Colesterol) de ratos diabéticos tratados ou nfo tratados
com galactomanana. * p<0.05, diabetes vs. galactomanana. : C ( controle); D ( ratos diabéticos) e G ( ratos
tratados com galactomanana)
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Figura 29. Massa corporea de ratos diabéticos tratados ou néo tratados com galactomanana: C (
controle); D (ratos diabéticos) e G ( ratos tratados com galactomanana)
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4.15.4.3 Resultados dos testes sobre a atividade cicatrizante da galactomanana
purificada de Caesalpinia ferrea (JSGp)

4.15.4.3.1 Avaliacdo da atividade anti-inflamatdria e da citotoxicidade da galactomana

Na Figura 30 pode ser observado que a adicio do PMA a suspensdo de neutréfilos
humanos induziu a ativacdo de neutréfilo humano expressa pelo aumento significativo da
atividade de MPO (80,6 * 2,6 U/L) liberada por neutréfilos em relagdo ao grupo nao tratado —
HBSS (42,2 + 1,7 U/L). Porém, o pré-tratamento com galactomana (10, 50 e 100 pg/mL)
reduziu significativamente a atividade da MPO (66,4 + 4,6; 61,4 £ 3,5 e 62,4 £ 2,5 U/L) em
relacdo ao grupo controle (80,6 £ 2,5 U/L), com inibi¢des da ordem de 17,5, 23,7 e 22,5 %,
respectivamente. Resultado semelhante foi observado para a indometacina/anti-inflamatério
padrao (inibidor inespecifico da ciclooxigenase) que reduziu em 47,5 % a atividade da MPO.

Na avaliacdo da possivel citotoxicidade da galactomanana em neutr6filo humano, foi
observado que a galactomanana (10 - 100 pg/mL) ndo aumentou significativamente a
atividade da LDH. Por outro lado, o Triton X-100 aumentou significativamente a atividade da
LDH (99,4 + 4,4 U/L) em relacdo ao grupo controle (10,0 = 1,2 U/L). Esses resultados
comprovam que a atividade anti-inflamatéria da galactomana determinada ndo estd
relacionada a uma agdo citotoxica na membrana plasmatica de neutréfilo humana

Figura 30. Avaliacdo da toxicidade da Galactomanana em neutrdfilos humano através da mensuragio
da atividade da lactato desidrogenase (LDH). Neutréfilos (5 x 10° células/mL) foram incubados com
Galactomanana ( 10, 50, 100, 200 pg/mL) e apo6s os tempos de 15 minutos foi determinada a atividade
da enzima LDH. Controle: Agua - veiculo; Tx: Triton X-100 (0,02% v/v) — padrdo citotéxico. Os
resultados estdo sendo expressos como média + E.P.M. * vs Controle ( p < 0,05 — ANOVA e Teste de
Tukey).
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Figura 31. Efeito da Galactomanana sobre a desgranulacdo de neutrdfilos induzidos por PMA. Neutrdfilos
(5x10° células/mL) foram incubados com galactomanana (GALAC, 10, 50, 100 pg/mL) e posteriormente
incubados com PMA (0,1pm/mL). INDO: Indometacina, droga padrao. Os resultados obtidos na presenca de
GALAC foram comparados ao grupo controle (100% de liberagdio de MPQO). Os resultados estdo sendo
expressos como média + E.P.M. * vs Veiculo ( p < 0,05 — ANOVA e Teste de Tukey).
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4.15.4.4 Resultados dos testes de aplicacdao do hidrogel de JSGp para a cicatrizacio em
feridas abertas em ratos Wistar.

As lesOes experimentais em ratos wistar foram avaliadas do ponto de vista
macroscopico ao longo de 20 dias de experimento. O edema e a hiperemia, consequentes a
inflamacdo e ao actimulo de liquido intersticial e proteinas plasmdticas, no espaco
extravascular, em resposta a a¢do cirdrgica, foram observados com uma freqii€ncia menor nas
lesdes tratadas com os hidrogéis. No término do 20° dia, no grupo no qual foi aplicado o
hidrogel de JSGp obteve-se um percentual de area cicatrizada de 99,97%, resultado similar foi
observado na aplicacdo da droga controle (Trofodermim), normalmente usada em lesdes
dérmicas, cuja a area de cicatrizacdo foi de 99,40%. Esses dados demonstram que a
galactomanana se apresenta como um promissor substituto em formulagdes e drogas para
regeneracdo da pele. Para esse modelo de cicatrizacdo, a galactomanana foi capaz de
dinamizar o processo inflamatério, reduzindo o tempo de regeneragdo tecidual e promovendo

o efeito da cicatrizacdo das feridas (Figura 32 e 33).
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Figura 32. Processo de cicatrizagio em feridas abertas em ratos Wistar com o uso dos géis a 1% de JSGs

Figura 33. Grafico de cicatriza¢do em feridas abertas em ratos Wistar
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5. CONCLUSAO

Pelas condi¢cdes submetidas, o rendimento apds a extracdo e purificacdo foi de 31
+ 1% de galactomanana retirada dos endospermas das sementes de Caesalpinia férrea.
Baseado nesses valores, o método empregado, foi adquado para extracdo de galactomanana
das sementes de juca (JSGp) que apresentou baixos teores de proteina, agicares e nitrogénio e

residuos de impureza;

As condigdes de sulfatacdo estabelecidas nesse trabalho e comprovadas pelas
andlises de FTIR e Andlise Elementar, indicaram a entrada de grupo sulfato na posi¢do C-6
dos grupos de galactopiranose da JSGs extraida de Caesalpinia ferrea, portanto as condi¢des
de sulfatacdo foram adquadas para bem sucedida modificagdo do polimero. As pesquisas
indicam que a bioatividade aumenta com o grau de sulfatacdo. A JSGs apresentou um valor

alto de sulfatacdo de 1,19.

Os resultados indicaram que a JSGs interferem em vdrias fases da replicacao do
ciclo de HSV1, principalmente na etapa de adsor¢ao do virus , assim como , o efeito sobre o
particulas de virus e a expressdo de proteinas virais. O efeito inibidor do composto na
replicacdo de PV1 era mais forte e interferiram nas etapas iniciais de replicacao do virus ,
como por exemplo , na etapa de adsorcdo viral e de penetracdo , e na sintese de poliproteina
viral . Os resultados sugerem que JSGs é um composto promissor para o desenvolvimento de

novos medicamentos antivirais.

O tratamento com galactomanana foi capaz de diminuir significativamente (p
<0,05) a glicemia dos ratos diabéticos apds o inicio do tratamento em relacdo aos animais
diabéticos ndo tratados. No entanto, o tratamento com galactomanana n3o melhorou a
tolerancia a glicose em animais diabéticos como observado na curva glicémica durante GTT.
O peso do coxin de gordura EP de animais diabéticos tratados com galactomanana foi
significativamente mais elevado do que de ratos diabéticos ndo tratados. O tratamento com
galactomanana também foi capaz de reduzir significativamente os triglicéridos de animais

diabéticos sem ocasionar perda de peso nos animais.

A avaliacdo da galactomanana JSGp para a aplicagdo em vias peritonial e oral,
apresentou DLso > 800 mg. Kg™' peso corpéreo. Esse valor indicou que a JSGp ndo se mostra
muito téxicas para mamiferos (valores de DLsy < 25 mg.Kg™) . Na avaliagio da possivel

citotoxicidade da galactomanana em neutréfilo humano, foi observado que a galactomanana
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(10 - 100 pg/mL) ndo aumentou significativamente a atividade da LDH. Esses resultados
comprovam que a atividade anti-inflamatdria da galactomanana nao esta relacionada a uma
acdo citotdxica na membrana plasmatica de neutréfilo humano. Adicionalmente, os ensaios de
citotoxicidade da JSGs em células hepaticas, tipo 2, ensaio de MTT, apresentou baixa
toxicidade com um valor de concentracdo citotoxica de 3000mg/ml, que indicou baixa
toxicidade do composto. Portanto, a JSGp e JSGs sdo de baixissima toxicidade, podendo ser

administrada com seguranga.

As lesdes experimentais em ratos wistar foram avaliadas do ponto de vista
macroscopico ao longo de 20 dias de experimento. Os animais ndo apresentaram reacdes
alérgicas ou retardo no processo inflamatdrio. Foi constatada uma involugdo da area da ferida
mais rdpido que a droga controle. A JSGp foi capaz de reduzir, em 20 dias de experimento,
99, 97% da lesao, resultado similar a droga controle que foi de 99,40%. A JSGp apresentou

uma excelente atividade cicatrizante em lesdes dérmicas.
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