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RESUMO

Polissacarideos de Passiflora edulis fo. Flavicarpa O. Deg., Passifloraceae: Estudo
Quimico-Estrutural e Avaliacao dos Efeitos Antitumoral, Antidiabético e Anti-
iflamatorio
Draulio Costa da Silva

Estudos indicam que os carboidratos considerados fibras alimentares protegem contra
doencas cardiovasculares, obesidade e diabetes. Essas moléculas sdo consideradas
tarmacologicamente ativas uma ver que modificam a resposta biolégica, inclusive
melhorando a resposta imunologica, sendo relatadas por reduzirem os riscos de
desenvolvimento de alguns tipos de cancer. O maracuja (Familia Passifloraceae) € uma
planta tipica de climas tropicais ¢ objeto de diversos estudos na area farmacologica. A
casca do fruto € rica em carboidratos fontes de fibra, principalmente pectinas. Neste
trabalho, objetivou-se o isolamento e caracterizagao quimico-estrutural de uma fracao
polissacaridica da casca do maracuja amarelo (Passiflora edulis fo. Flaviearpa O. Deg.)
e a avaliacdo dos efeitos antitumoral, antidiabético e anti-inflamatério em modelos
animais. A fracdo denominada PFCM fo1 obtida por extracdo em agua (3% p/v) sob
aquecimento (90 — 100 °C), na auséncia de condicdes acidas, e caracterizada por
microanalise, espectroscopia na regiao do infravermelho (FT-IV), ressondancia
magnética nuclear (RMN) e cromatografia de exclusdao molecular de alta performance
(HPSEC). O componente majoritario de PFCM foi o acido galacturénico (44,2 ¢/100g)
ligado por ligagdes (1—4) (esterificado e ndo-esterificado). Aglicares neutros como
arabinose (11,8 g/100g), glucose (11,8 g/100g), ramnose (10,6 g/100g), manose (9,0
¢/100g). fucose (1,6 g/100g), xilese (3.6 g/100g) e ribose (1,3 g/100g) foram
encontrados. A amostra de PFCM teve massa molar (8 x 10? ¢/mol) similar ao de
pectinas extraidas de P. edulis sob condigdes acidas. O teor de proteina foi de 3%.
Estruturalmente, PFCM apresenta uma cadeia linear composta de homogalacturonanas
(HG) ¢ ramnogalacturonanas do tipe [ (RG-1} com uma baixa razdo acido
valacturdnico/ramnose, ¢ um baixo grau de esterificacao (26,2 + 0.8 mol%). Quando
tratados com PFCM (10 ou 25 mu/Kg, 1.p e 50 ou 100 mg/kg, v.o. durante setes dias),
camundongos transplantados com células malignas de Sarcoma 180 mostraram inibicao
do crescimento do tumor variando de 40,59 a 72.89% dependendo da dose ¢ via de
administragdo (oral ou intraperitoneal). Analises hematologicas e histopatologicas nos
animais mostraram que PFCM aumenta em ntmero, os tipos celulares envolvidos nos
mecanismos de defesa primaria. e que nenhuma alteracdo significativa nos parimetros
bioquimicos (ALT, AST e ureia) fo1 observada. Mais ainda, eventos caracteristicos de
lesdes nos orgaos (rins e figado, por exemplo) nos animais inoculades com S-180
apresentaram-se potencialmente reversiveis nos grupos tratados com PFCM. Além
disso. o tratamento com PFCM aumentou o peso do baco e reduziu a leucopenia quando
comparado com a droga padrio, S-fluorouracil, o que sugere uma relagdo
imunoestimulante com a acado antitumoral observada. Também foram avaliados os
efeitos de PFCM na glicemia, niveis de triglicérides e colesterol total no plasma de ratos
com diabetes induzido por aloxano. Ratos machos foram divididos nos seguintes
grupos: controle diabético e diabético tratado oralmente com PFCM durante 5 dias.
glibenclamida (Gli) ¢ metformina (Met) foram usadas como drogas de referéncia.
Quarenta e oito horas apos a administracdo de aloxano, parametros sanguineos foram
determinados (antes do tratamento) e novamente apds o quinto dia (apds tratamento).
PFCM (2 — 100 mg/kg, v.0.) diminuiu os niveis de glucose, triglicérides e colesterol
total nos ratos diabéticos (reducdes de até 65, 74 e 43%, respectivamente). De maneira a



avaliar a relacdo entre diabetes e inflamagao, observou-se o efeito de PFCM sobre o
edema de pata induzido por carragenina em ratos e no teste de lambedura da pata por
formalina em camundongos, além da avaliacdc in vitro da secrecdo de mieloperoxidase
(MPO) por neutrdfilos humanos. PFCM reduziu o volume do edema de pata da segunda
a quarta horas (31, 42 ¢ 76%, respectivamente) ¢ o tempo de lambedura da pata em
camundongos durante a segunda fase do teste da formalina (até 89%), além de reduzir a
secrecio de mieloperoxidase (até 62%). Nos experimentos de edema de pata induzido
por carragenina, as patas foram dissecadas para determinagdo imunohistoquimica do
fator de necrose tumoral (TNF-a) e da oxido nitrico sintase induzida (iNOS). duas
citocinas inflamatdrias com concentragdes caracteristicamente elevadas em diabéticos.
Observou-se que PFCM diminuiu parcialmente, a produgao de TNF-ua e INOS além de
inibir significativamente, a migracdo de neutréfilos para o local de inflamagao. Em
conclusio, os dados obtidos indicam que na estrutura de PFCM, a por¢dao HG esta em
propor¢io menor do que RG-1 e que os efeitos antitumorais encontrados estejam
relacionados a propriedades imuno-cstimulantes. Os resultados de atividade
antidiabética indicam PFCM para uso potencial como tratamento alternativo para o
diabetes tipo 2. Além disso, as propriedades anti-inflamatorias podem estar envolvidas
na acdo antidiabética observada.

Palavras-chave: polissacarideo de Passiflora edulis, pectina, caracterizacdo,
propriedade antitumoral, efeitos antidiabetico e anti-inflamatorio, citocinas



ABSTRACT

Polysaccharide of Passiflora edulis fo. Flavicarpa O. Deg., Passifloraceae: Chemical
structure study and evaluation ol Antitumoral, Antidiabetic and Anti-inflammatory
effects
Draulio Costa da Silva

Studies indicate that carbohydrates considered dietary fiber protect against
cardiovascular diseases, obesity and diabetes. These molecules are considered
pharmacologically active since that modify the biological response, including by
improving the immune response, being reported by reducing the risk of developing
some cancers. Passion fruit (Family Passifloraceae) is a typical plant of tropical and
object of several studies in pharmacology. The skin of the fruit is rich in carbohydrates
sources of fiber, especially pectin. This work purposes to isolate and characterize
structurally and chemically a polysaccharide fraction from the bark of yellow passion
fruit (Passiflora edulis fo. Flavicarpa O. Deg.) and the evaluation of anti-tumor, anti-
diabetics and anti-inflammatory in animals models. Named PFCM, the fraction was
obtained by waler extraction (3% p/v) under heating (90 — 100 °C) without acid
conditions and characterized by microanalysis, infrared spectroscopy (FT-1V), nuclear
magnetic resonance (NMR) and highperformance size-exclusion chromatography
(HPSEC). The major component in PFCM was galacturonic acid (44,2g/100g) linked by
connections (1— 4) ( esterified and unesterified). Neutral sugars such as arabinose (11.8
g/100g), glucose (11,8 g/100g), rhamnose (10,6 g/100g), mannose (9,0 g/100g), fucose (
1,6 ¢/100g), xilose (3,6 g/100g) and ribose (1,3 g/100g) were found. The PFMC sample
had a similar molar mass (8 x 10" g/moi) to that of pectin extracted from Passiflora
edulis under acidic conditions. The protein grade was 3%. Structurally, PFMC has a
linear chain, composed of homogalacturonan (HG) and type 1 rhamnogalacturonan
(RG-1) with a low galacturonic/rhamnogalacturonan ratio and a low esterification level
{(26.2 = 0,8 mol%). When treated with PFCM (10 ou 25 mg/kg, 1.p e 50 ou 100 mg/ke,
v.o. during seven days). 180 sarcoma transplanied rats showed a tumor growth
inhibition that varies from 40,59 to 72,89% depending on the dosage and type of
administration (oral or intraperitoneal). Animals hematologic and histopathological
analysis, show that PFMC increases in numbers, the cell types involved in primary
defense and no significant changes in the biochemical parameters (ALT, AST and urea)
were observed. Moreover, characteristic events ot organs” damages (Kidney and liver.
for example) in S-180 mnoculated animals, shows potentially reversible in PFMC treated
groups. Besides, PFMC treatment increased the spleen weight and reduced leukopenia
when compared with the standard drug, 5-fluorouacil, that suggests a immunostimulant
relation with anti-tumor action observed. This study also evaluated PFMC effects in
glycemia, total triglycerides and cholesterol levels in plasma’s alloxan-induced diabetes
rats. Male rats were divided into the following groups: diabetic contrel and PFMC
orally treated diabetic during 5 days. Glibenclamide (gli) and Metformin (Met) were
used as reference drugs. Forty-eight hours after alloxan administration, blood measures
were determined (before treatment) and again after the fifth day (after treatment).
PFMC (2 — 100 mg/kg, v.o0.) decreased total glucose, triglyceride and cholesterol levels
in diabetic rats ( respective 65, 74 and 43% reductions). In a way to evaluate diabetes
and inflammation relation, the effect of PFMC on carrageen-induced paw edema rats
was observed and in the licking paw test by formalin in mice, besides of
myeloperoxidase in vitro secretion evaiuation(MPO) by human neutrophils. PFCM



reduced paw edema’s quantity from second to forth ( respectively 31, 42 and 76%) and
licking paw time in mice during second level of formalin test (till 89%), over and above
reducing myeloperoxidase’s secretion (till 62%). In carrageen-induced paw edema
experiments, paws were dissected for immunohistochemistry determination of tumor
necrosis’ factor (TNF-a) and of induced nitric oxide synthase (INOS) two inflammatory
cytokines with high concentrations characteristically in diabetics. This work remarked
that PEMC partially reduced TNF-a and iNOS production. besides importantly suppress
neutrophils” migration to the inflammation place. To conclude. obtained data indicate
that in PFMC structure, HG part is in smaller proportion than RG-I and that the anti-
tumor effects found are related to the immunostimulant properties. Anti-diabetics
activities results indicate that PEMC has potential as an alternative treatment for type 2
diabetes. Besides, its anti-inflammatory properties arc probably involved in its observed
antidiabetic action.

Keywords: Passiflora edulis polysaccharide, pectin, characterization, antitumor

properties, antidiabetic and anti-inflammatory effects, cytokines
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INTRODUCAQO

» Apresentacio da pesquisa

As industrias de medicamentos empregam os dados da pesquisa cientifica para a
descoberta de possiveis novas fontes de substancias terapéuticas, através da sintese de
produtos mais eficazes para o tratamento das diferentes patologias que acometem a sociedade
moderna. Atualmente, a pesquisa por novas terapias emprega informagdes da medicina
popular, principalmente através do uso das chamadas plantas medicinais. Um processo
observado nas Gltimas décadas é o de ampliagio do uso de produtos originados diretamente de
plantas pela populacdo, sobretudo nos paises em desenvolvimento, onde sdo muito
empregadas na forma de chas, infusdes e extratos (RATES, 2001; DI STASI et al, 1994) L
Dentre as diversas atividades e propriedades bioldgicas detectadas em componentes de
plantas, aquelas possuidoras de efeitos anticincer e antidiabético sdo objetos de amplas
discussoes e analises nos ultimos anos.

A sindrome metabolica caracteristica do estado diabético ¢ um fator bastante
representativo como problema de satde publica mundial. O diabetes configura um cendrio
preocupante, representando uma entre as dez maiores causas de morte nos paises ocidentais
(NEGRI, 2003). Segundo levantamento da Organiza¢io Mundial de Saude, aproximadamente
3.8 milhdes de pessoas no mundo morreram vitimas de doengas relacionadas ao diabetes em
2007. o que representa mais que 6% do total de obitos. As estatisticas de descricdo da
incidéncia de morte em pacientes acometidos pela doenga costumam subestimar a mortalidade
por diabetes, isto porque apenas uma minoria de pessoas diabéticas morre de uma causa
relacionada a uma tnica condi¢do, como cetoacidose ou hiperglicemia. Cerca de 50% morrem
de doenca cardiovascular ¢ de 10 a 20% de insuficiéncia renal, derivadas de complicagoes da
doenca (MORRISH er a/. 2001). Estima-se que 1 (um) entre 14 (catorze) adultos tera diabetes
em 2030, Serao 360 milhdes de diabéticos em menos de vinte anos (WILD er af, 2004).

Ne Brasil. no ano de 2007, 5,8% da populacéo entre 20 € 79 anos eram diabéticos.
Para 2025, a previsdo € que esse percentual suba para 11.4%. O pais deve triplicar o numero

de diabéticos e subir duas posi¢cdes no ranking mundial, (OMS, 2009).

" Embora estudos epidemiologicos mostrem que essa pratica também ocorre em paises desenvolvidos como
Estados Unidos e Franca, nos quais extratos ou principios ativos de plantas equivaliam a 25% e 50% das receitas
médicas prescritas, respectivamente, entre os anos de 1959 a 1980 (FARNSWORTH, 1985: revisto por FARIAS,
1997).
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O tratamento de patologias com tamanha incidéncia acarreta em custos elevados
para os O0rgaos publicos. A OMS prevé que entre os anos de 2005 e 2015, havera perda liquida
da ordem de bilhoes de dolares devido aos gastos com diabetes e doencas cardiovasculares em
diversas nagdes. No Brasil, este valor estd previsto em $49 bilhdes. Estas perdas decorrem da
morte prematura das pessoas com a doenca e da ineficiéncia de alguns dos tratamentos usuais.
Um perfil semelhante é observado em relacio aos tratamentos do cancer que se firma no
cenario da saide mundial como o responsavel pelo maior numero de mortes (OMS, 2009).

Segundo a Organizacio Mundial de Saide (OMS), anualmente cerca de 7.6
milhdes de pessoas morrem no mundo devido a problemas relacionados ao cincer, contra 2,8
milhdes de vitimas da AIDS. Mais de sete milhdes ou 13% das cingiienta e seis milhoes de
mortes no ano de 2005 ocorreram devido a algum tipo de cincer. No Brasil os mais
incidentes, seriam os canceres de prostata e pulmdo no sexo masculino, ¢ de mama e colo de
utero nas mulheres (M[NISTERIO DA SAUDE, 2009).

Vale ressaltar que as perdas relacio:nada§ ao diabetes e céncer ndo sao apenas de
aspecto econémico, mas também de carater social onde a redugdo na qualidade de vida pode
refletir efeito prejudicial de magnitude similar. Assim, a procura pela melhoria na qualidade
de vida de pessoas acometidas pela doenca promove a utilizacdo de diversos produtos
naturais, devido ao maior ¢ mais facil acesso a populacdo, por serem derivados, na grande
maioria das vezes, de plantas locais (RATES, 2001; GOTTILIEB; KAPLAN. 1993).

A pressdo socio-econdémica exercida pelo diabetes e pelo cancer motiva diversos
pesquisadores ¢ organizacoes publicas e privadas a investirem na procura por novas drogas
mais efetivas e capazes de amenizar os efeitos destas doengas. Dos diversos compostos
quimicos obtidos de vegetais com propriedades biologicas importantes, os polissacarideos
mostram-se como ferramentas farmacolégicas potenciais, uma vez que possuem amplo
espectro de propriedades terapéuticas com baixa toxicidade (PAULSEN, 2001: TZIANABOS,
2000).

Estudos indicam que os carboidratos considerados fibras alimentares protegem
contra doengas cardiovasculares, obesidade, diabetes e cancer (LYON: REICHERT, 2010:
MELLO; LAAKSONEN, 2009). Alguns tipos de fibra vegetal, sobretudo os de natureza
péctica, sao relatados por seus efeitos benéficos a saide, na medida em que diminuem os
niveis de actcares (hipoglicémicos) e lipideos (hipolipidémicos) plasmaticos, além de
proporcionarem reducdes na absorcdo de elementos tdxicos e melhorarem o trinsito

gastrointestinal (JANEBRO er «/, 2010; PROSKI, 2000; DANSB, 1998; CHAU; HUANG,
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2005). Essas moléculas sdo consideradas farmacologicamente ativas uma vez que modificam
a resposta bioldgica, inclusive melhorando a resposta imunolégica (LEUNG et af, 2006).

Polissacarideos pécticos obtidos de plantas também sdo relatados por seu
potencial imunorregulador, além de imunoadjuvante com efeitos moduladores in vivo e in
vitro sendo vistos como ferramentas interessantes para o estudo de neoplasias (PAULSEN,
2001; INNGJERDINGEN e¢r al, 2005). E conhecido que tais moléculas podem reduzir os
riscos de desenvolvimento de alguns tipos de cancer (NANGIA-MAKKER ef af, 2002;
JACKSON et al, 2007: AZEMAR et al, 2007; GLINSKY; RAZ, 2009).

~ Fibra alimentar e agdo terapéutica

A quimica dos polissacarideos tem influéncia direta nos métodos de extracdo e
purificagdo (LEUNG ef al, 2006). Como exemplo, a celulose, o polissacarideo mais
abundante na natureza, cuja estrutura quimica € caracterizada por uma cadeia linear de
unidades de glucose ligadas entre si por ligacdes glicosidicas do tipo B (1—4). o que impede

sua digestibilidade no trato-digestorio da maioria dos animais (RAVEN et al. 2007).

No entanto, o fato de polissacarideos complexos como a celulose, serem ndao
digeriveis, ndo significa, necessariamente, que nao possuam outras propriedades importantes
além do fornecimento da energia contida em suas ligacOes quimicas, a qual ndo pode ser
aproveitada por nos, por exemplo. Por niao possuirmos enzimas capazes de digerir tais
polimeros, ¢ possivel que a maioria deles passe através do trato gastrintestinal com poucas
alteracdes em suas estruturas, reduzindo o tempo de transito do bole alimentar e aumentando
0 volume fecal, 0 que pode alterar a absor¢ao de nutrientes e manter toxinas ligadas

impedindo, assim, sua absor¢do (A.A.C.C., 2001).

Antigamente, os carboidratos eram considerados simplesmente por sua funcdo de
fornecimento de energia. Embora 1sso represente o maior papel dessas moléculas na dieta,
carboidratos mais complexos ou pobremente absorvidos pelas células intestinais podem
também reduzir os niveis glicémicos e afetar o metabolismo lipidico (VANDERHOOF,
1998).

Certos carboidratos sofrem a acdo da microbiota intestinal com o processo de
fermentagio, aumentando a producao de compostos volateis (metano, hidrogénio e didxido de

carbono) além de acidos graxos de cadeia curta. Apds absorvidos sdo transportados pela via
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entero-hepatica e iniciam importantes eventos nutricionais ¢ fisiologicos, atuando inclusive,
como agentes benéficos sobre o desenvolvimento de doencas cardiovasculares, Glceras,
constipacdes, apendicites, obesidade, alguns tipos de cancer e diabetes mellitus (KHATTAK,
2002).

Segundo a A.A.C.C. (2001), a expressdo fibra alimentar refere-se a carboidratos,
de partes comestiveis de plantas, resistentes a digestdo e absor¢do nas células intestinais
humanas, sofrendo completa ou parcial fermentacdo ao longo de sua passagem pelo trato
intestinal. Nessa categoria estdo incluidos polissacarideos, oligossacarideos, lignina ¢
substiancias associadas. Essas moléculas sao hoje classificadas, de acordo com sua
solubilidade em 4gua, em soliveis e insoliveis, sendo capazes de desempenhar efeitos
fisiologicos benéficos, dentre os quais se inserem a acéo laxativa e a diminui¢do dos niveis de
colesterol e glucose plasmaticos.

As propriedades fisicas e quimicas e a fermentacdo da fibra alimentar sdo
consideradas fatores determinantes nos efeitos fisiologicos ¢ no impacto metabélico que a
mesma exerce quando ingerida. As fibras podem ser quase completamente fermentadas no
célon produzindo acidos graxos de cadeia curta. Embora se conhe¢a pouco sobre sua
implicacio ¢ mecanismo de agao, esses acidos podem inibir a sintese de colesterol no figado e
incrementar a depuracdo de LDL através de sua viscosidade ¢ capacidade de protecdo da
mucosa intestinal, interferindo na absorcao dos lipidios ou reduzindo a glicemia pos-prandial
e 0 estimulo para a sintese hepatica de colesterol (GUILLON: CHAMP, 2000).

A solubilidade possui profundos efeitos na funcao da fibra alimentar.
Polissacarideos soluveis viscosos podem impedir a digestao e a absorcao de nutrientes no
intestino. A habilidade da fibra de ligar-se quimicamente e reter acidos biliares sugere um
mecanismo pelo qual, certas fibras podem apresentar propriedades hipocolesterolémicas
(GUILLON; CHAMP, 2000).

Quanto a relacdo entre triglicérides e fibras alimentars, ja em 1987, Miettinen
sugeriu que a reducado dos niveis dessa classe de lipidios no plasma resulte de uma
interferéncia direta em sua absorcio devido as fibras, o que pode ser evidenciado por uma
maior excrecao de triglicérides nas fezes. Desde entdo, a propriedade das fibras alimentars em
diminuirem os niveis de triglicérides plasmaticos tem sido relatada (PARKS. 2001:
APRIKIAN er al, 2003; RAMOS et al, 2008; PAPATHANASOPOULOS; CAMILLERI,
2010; VILLANUEVA ef al, 2011).

Alimentos funcionais sdo alimentos naturais ou modificados, ou ingredientes da

alimentagdo que proporcionam algum beneficio a satde, seja na prevengao e/ou tratamento de
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patologias, além da funcdo béasica de participagdo no metabolismo primario (CRAVEIRO;
CRAVEIRO; QUEIROZ. 1999). As fibras originadas de plantas podem ser consideradas
alimentos funcionais por proporcionarem beneficios a saude, tais como: normalizagdo do
tempo gastrointestinal, prevenindoe diverticulites e constipagao, cancer de célon, promovendo
saciedade, ajudando na reducio de peso, propriedades essas que tém sido creditadas as fibras
insoluveis; e diminuicdo de colesterol e controle de glicemia, derivadas possivelmente, da
acao de fibras hidrossoluvels (PROSKI, 2000; DANSB, 1998). Por outro lado, a
mcrementacido de fibras em alimentos naturais, ou mesmo industrializados, atuando como
suplemento alimentar, também representa a formulacdo de um alimento funcional. Alimentos
com elevados teores de fibra alimentar e B-glucanas sao considerados produtos de grande
importancia do ponto de vista nutricional (GIUNTINI et a/, 2003).

Sob esse aspecto, 0 incentivo ao consumo de produtos vegetais representa uma
maneira de proporcionar a populacdo uma dieta rica em fibras e a possibilidade de usufruir
dos beneficios que tais alimentos possam oferecer. Giuntini ef a/ (2003) destacam a grande
quantidade de alimentos convencionais ou nao, de uso regional em paises ibero americanos.
que sdao importantes do ponto de vista nutricional e como fonte de fibra alimentar. Esses
alimentos, tornando-se mais conhecidos, podem ser admitidos enquanto uma alternativa capaz
de enriquecer as dietas habituais. Segunde os mesmos autores, nma elevada quantidade de
produtos residuais da atividade industrial em diversos paises, constitui uma fonte importante
de fibra (TABELA 1) ¢ poderiam ser inseridos gradativamente no consumo alimentar da
populagao. Além disso. o aproveitamento de subprodutos industriais alia 0 aspecto econdmico
e ambiental a producdo de alimentos de boa qualidade nutricional e comprovadamente
bencficos a saide.

Como definicdo. Slavin (2003) sugere que fibra alimentar ¢ comosta de
carboidratos nao-digeriveis, e lignina, originados de plantas. Dentre esses, os que apresentam
algum eferto fisiologico benéficoe em humanos enquadram-se como fibras funcionais,
enquanto a soma destas duas classes constitul a fibra total.

Nem todas as fibras produzem o mesmo eleito. A lignina, um polimero fendlico
derivado da madeira de troncos, sementes de frutos e na camada externa de cereais, tem efeito
hipocolesterolémico, enquanto a celulose nio apresenta a capacidade de reduzir os niveis de
lipidios, embora a celulose cristalina possa reduzir a concentragdo de glucose no plasma em
ratos por promover um aumento na viscosidade durante a digestao (TAKAHASHI et af,

2005).
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A acdo das fibras no controle do colesterol relaciona-se as propriedades fisico-
quimicas (retengdo de 4gua, retengao de gordura, viscosidade e solubilidade) (GIUNTINI er
al. 2003). Por outro lado, o consumo de pectina, um polimero presente na parte branca da
casca de diversos frutos, exibe efeitos muito positivos na reduc¢éo dos niveis de glicemia.
Gomathy et al (1990) isolaram a pectina do talo de Musa sapientum e demonstraram sua a¢ao
hipoglicémica em ratos normais. Apéds administracdo evidenciou-se um aumento na
concentracdo de glicogénio no figado, o que demonstra uma elevacdo na atividade da enzima
glicogénio sintetase. Outro (rabalho realizado por Kim (2005) atestou a capacidade de
pectinas com alto grau de metoxilacdo diminuirem efetivamente a absorcdo intestinal de

glucose.

TABELA 1 - Teor de fibra alimentar total (FAT) em residuos de alimentos

Pais Alimento FAT (%)
Cuba Abacaxi (casca) 85,2
Chile Tremoco (farelo) 8.5,14
Colémbia Maracuja (casca) 82,1
Cuba Cevada (residuo) 70,3
Colombia Miiho (torta) 68.4
Cuba Soja (casca) 65,1
Chile Trigo (farelo) 44.5
Brasil Milho (casca) 39,78
Brasil Arroz (farelo) 24,34
Chile Tremoco (farinha) 2342
México Beterraba (bagaco) 22.6
Chile Aveia (farelo) 13.5
Brasil Cenoura (folha, crua) 7,91
Brasil Banana (casca) 4,92

Adaptado de GIUNTINI er al (2003)

Fibras alimentars sdo relatadas por seus efeitos hipoglicémicos inclusive em
individuos diabéticos (GIACO er al, 2000; SINGH er al, 2005; BENNETT et al, 2006;
KAYODE et al, 2009; WOLFRAM: ISMAIL-BEIGI, 2011).



27

Por outro lade, tem-se demonstrado a propriedade das fibras de atuarem como
moduladores da resposta imunolégica (LEUNG et a/, 2006), sendo capazes de induzir
respostas fisiologicas benéficas frente a diferentes tipos de cancer (SCHEPETKIN; QUINN,
2006; KIM et al, 2007; L1 et ai, 2007; CHENG et af, 2010; RAMBERG et al, 2010).

Nos vegetais, a maioria dos polissacarideos encontrados ¢ relativamente ndo
toxica ¢ apresenta poucos efeitos colaterais, o qual é o maior problema associado a compostos
sintéticos. Esses dois fatores em conjunto tornam os polissacarideos extraidos de plantas,
ferramentas interessantes para terapia antitumeral e imunomodulatéoria (OVODOV, 1998:
SHERENESHEVA et al, 1998). O uso desses polissacarideos tem se mostrado bastante
promissor particularmente na terapia anticincer devido a msatisfacdo generalizada com as
formas de tratamentos tradicionais, como a radio e quimioterapia que, apesar de ainda serem
as mais utilizadas, freqiientemente apresentam efeitos colaterais e toxicidade para as células
saudaveis. O crescimento de tumores estd intrinsecamente relacionado a imunodeficiéncia
(PRESTWICH et al, 2008). Dessa forma, a busca por substincias naturais capazes de

potencializar o sistema imune tem se tornado alvo de muitas pesquisas biomédicas.

~ Género Passiflora: aspectos gerals e estudos farmacologicos

Tido como originado da América do Sul. o género Passiflora compreende cerca
de 500 espécies classificadas na familia Passifloraceae. As espécies conhecidas popularmente
como maracuja estio distribuidas em regides temperadas e tropicais do mundo, sende muito
raras na Asia e Australia (MCGUIRE, 1999).

As plantas do género Passiflora apresentam aspecto arbustivo ou herbiceo. Sao
trepadeiras vigorosas, constituidas de muitas ramificacdes, com folhas geralmente, alternadas,
algumas vezes simples, lobadas ou palmadas. As flores podem ser bissexuais ou unissexuais e
chamam a atengdo por suas cores e beleza exoticas, sendo muite utilizadas na ornamentacéo
(DHAWAN et al, 2004).

Algumas espécies sdo comercialmente importantes na regidao dos tropicos, e
apreciadas por seus frutos comestiveis, sendo a mais conhecida e comercializada a Passiflora
cdulis (MCGUIRE, 1999). Essa espécie, conhecida popularmente no Brasil como maracuja

amarelo ou maracuja azedo, ¢ uma das poucas frutas nacionais que apresentaram aumento no



28

consumo domiciliar (aproximadamente 283%, durante os anos de 1987 ¢ 1996) 1 E
caracterizada por sua resisténcia a moléstias e por sua grande produtividade, adaptando-se
facilmente ao clima tropical com a producao de frutos maiores com melhor rendimento de
polpa para a fabricacdo de sucos na industria (1.T.A.L., 1980).

O Brasil ¢ um dos maiores produtores de maracuja. Das 150 espécies nativas do
Brasil, 60 produzem frutos que podem ser utilizados como alimento de maneira direta e
indireta. A espécie P. edulis é a mais cultivada e sua producao destina-se predominantemente
a producao de sucos (SILVA: MERCADANTE, 2002).

Devido a grande utilizacao da polpa do frute na indastria de sucos, elevadas
quantidades da casca de maracuja sdo dispensadas e consideradas como residuo de produtos
industriais. Empregar tais residuos como matéria priima para obtencdo de produtos de elevado
valor de mercado, como as pectinas, ¢ uma forma de conciliar a diminuicio de elementos
poluentes com a obtencdo e comercializacio de elementos rentavels [inanceiramente
(MADHAV; PUSHPALATHA, 2002; PINHEIRO et al, 2008; YAPO, 2009: KLIEMANN ef
al, 2009; KULKARNI; VDAYANAND, 2010).

A casca do maracuja compde cerca de 52% da massa do fruto e apresenta
caracteristicas e propriedades importantes para a fabrica¢do de novos produtos alimentares
(MEDINA, 1980). Dentre os polissacarideos da parede celular da casca do maracuja, celulose
¢ pectinas sdo os principais componentes, sendo os polissacarideos pécticos equivalentes a
19.1% do peso seco da casca {YAPOG; KOFFL 2006). Aliado a esse fato, o incremento de
pectinas como tipo de fibra alimentar aos alimentos naturais ou mesmo industrializados,
também representa a formulacdo de um alimento funcional (GIUNTINI ¢/ a/, 2003). Além
disso, foi demonstrado que a ingestdo de pectinas contribui para a manutencio da homeostase
¢ representa fatores benéficos para a saiude sob diversos aspectos em casos de diabetes ¢

cancer.

Varias espécies do género Passiflora sio usadas extensivamente na lerapia
tradicional em muitos paises. Diversos extratos de partes aéreas, bem como compostos
purificados da planta sdo descritos como possuidores de uma gama de propriedades
biologicas, fornecendo amplo espectro de ferramentas farmacoldgicas interessantes.

Dhawan ¢t af (2004) realizaram uma extensa revisiao bibliografica sobre o género
Passiflora e descreveram varios trabalhos com muitas espécies do género. Os autores citam

um grande nimero de constifuintes fitoquimicos, como alcaloides, fenois, glicosideos, e

“ Segundo IBGE, 1999
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compostos cianogénicos, os quais sdo referidos na literatura como importantes agentes
farmacologicos.

Espécies de Passiflora tém sido usadas como ansioliticos, sedativos, diuréticos e
analgésicos (OGA ef al, 1984). Frutos de P. caeruleq sao tradicionalmente usados como
sedativos e ansioliticos (HICKEY: KING, 1988). Essa mesma espécie foi usada como
vermifugo, antiespasmoédico, remédio para insonia, antimicrobiano e no tratamento de
doencas como pneumonia (ANESINI: PEREZ, 1993).

A espécie P. edulis ¢é usada na medicina popular em diversas regides do mundo
como sedativo, diurético, antihelmintico, tonico e também, no tratamento da hipertensao,
sintomas desagradaveis da menopausa e coélica infantil, além de ser empregada como
estimulante digestivo, no tratamento de carcinomas gastricos, disenteria, constipacdo, histeria
e insdnia (CHOPRA et al, 1956; KIRTIKAR; BASU, 1975; MORREY, 1993; WATT;
BREYER-BRANDWIIK, 1962; JAMIR et ai, 1999;: NWOSU, 1999, citados por DHAWAN;
DHAWAN; SHARMA, 2004).

Extratos das folhas de Passiflora incarnata foram avaliados quanto a disturbios
do sono em ratos. Contudo, nenhuma alteracao significativa foi evidenciada no tempo de
laténcia dos animais (SHINOMYTA ef al, 2003). Por outro lado, os extratos de P. incarnata
em associacdo com extratos de Piper methysticum, prolongaram o periodo de sono induzido
por barbitiricos (CAPASSO: SORRENTINO, 2005). Extratos metanolicos das folhas de P.
echilis, ricos em polifenois, administrados oralmente nas doses de 10 e 50 mg/kg. baixaram
significativamente a pressao sanguinea sistolica em ratos hipertensos (ICHIMURA et al.
2006).

Também sao relatadas na literatura atividades antioxidantes de espécies de
Passiflora. Tomonnaro et al (2007) isolaram uma nova xiloglucana da casca dos frutos de £
ligulares e evidenciaram o efeito antioxidante do polissacarideo. Talcott er a/ (2003) ¢ Vasco;
Ruales; Kamal-Eldin (2008) demonstraram a atividade antioxidante elevada em fracoes da
casca de P. edulis ¢ sugerem que a acdo esteja relacionada a presenga de polifenois. Efeito
antioxidante também foi relatado para extratos aquosos e etanolicos das flores de Passiflora
incernata, sendo o exirato em alcool mais eficiente em neutralizar os radicais livres do que o
extrato obtido em agua (MASTEIKOVA et af, 2008).

Ensaios de toxicologia pré-clinica em animais foram realizados com extratos de 7.
incarnata. O tratamento em doses elevadas por 180 dias ndao mostrou indicios de efeito toxico
em nenhum parametro analisado. Segundo os autores, a utilizagdo ndo oferece riscos a saude

em humanos (TABACH et al, 2009).
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Trabalhos evidenciando a atividade anti-inflarnatoria de espécies do género
Passiflora também sdo encontrados na literatura (MONTANHER et al, 2006: GONCALVES
FILHO et al, 2006; FRODE et al, 2007; VARGAS e¢f al. 2007, MONTANHER er af, 2007).
Alguns estudos tém mostrado uma relagdo proxima entre inflamacdo e doengas metabolicas
como o proprio diabetes (LUCA; OLEFSKY, 2008; SNELL-BERGEON et «af, 2010;
DEVARAI er al, 2008; ZOZULINSKA; WIERUSZ-WYSOCKA, 2006; WU; WU, 2006;
LIN ef al. 2008; GOLDBERG, 2009; KING 2008). Nessa abordagem, alguns trabalhos
mostram o potencial hipoglicemiante e hipolipidémico de espécies de Passiflora, analisados a
partir de diferentes orgdos da planta como folhas e sementes (EDWIN et af, 2007: CHAU;
HUANG, 2004; OU et al, 2001).

A fibra alimentar isolada das sementes de Passiflora edulis por Chau; Huang
(2004) exibiu alta capacidade de troca cationica, promovendo a desestabilizagdo de emulsdes
lipidicas e diminuindo consequentemente, a difusdo e absorcdo de gorduras e colesterol nas
células intestinais. Também foi demonstrada pelos autores uma alta capacidade de ligacao a
glucose, diminuindo os niveis do acgucar disponivel pafa absor¢do no intestino, € uma acao
inibidora da atividade a-amilasica.

Outro trabalho (DOYAMA et af. 2005) relata a utilizagao de extratos aguosos das
tolhas de P. alata, conhecido como maracuja-doce. As amostras foram administradas em ratos
normais trés vezes por semana durante 15 dias. Apos esse periodo, amostras de sangue dos
animais foram colhidas e analisadas quanto aos niveis de glucose, colesterol. HDL, LDL,
triglicérides e peso corporeo. Segundo os autores, as condi¢des gerais e 0 comportamento dos
animais durante o experimento se mostraram normais e ndo foram observadas alteracdes em
relacao as concentragdes de glucose, triglicérides, colesterol e LDL, mas foram evidenciados
aumentos nos niveis de HDL.

Um estudo clinico com 36 voluntarios saudaveis que fizeram uso da farinha da
casca de P. edulis durante 8§ semanas atestou boa tolerancia ao produto, sem o relato de
reacdes adversas. Ao final do ensaio, os resultados evidenciaram atividade hipoglicemiante e
hipolipidémica com redugdes tanto nos niveis de colesterol total quanto de triglicérides
(MEDEIROS et al, 2009).

Ensaios clinicos para avaliar os efeitos da farinha da casca do maracuja amarelo
em pacientes diabéticos tipo 2 mostraram reducdo significativa na glicemia de jejum,
juntamente com redu¢des nos valores médios de hemoglobina glicada, além de reduzir os
niveis plasmaticos de triglicérides sem contudo, alterar as concentragdes de colesterol e LDL

durante os sessenta dias de tratamento com a dieta. A formulagdo utilizada poderia, inclusive,



ser empregada no tratamento paralelo ou como terapia alternativa para a sindrome metabdlica
(JANEBRO er alf, 2008; 2010).

Ramos e colaboradores (2007) avaliaram o efeito da farinha da casca de P. edulis
. flavicarpa na redugdo do colesterol em um estudo clinico piloto com dezenove mulheres,
com idade entre 30 e 60 anos e apresentando hipercolesterolemia. O tratamento consistiu na
ingesido diaria de 30 g da farinha da casca de maracuja por 60 dias. Apos esse tempo, foi
observada uma reduc¢@o nos niveis de colesterol total e colesterol LDL. Os autores sugerem
que a farinha da casca de maracuja seja utilizada na alimentacdo humana juntamente com 0s
alimentos ou como matéria prima na producao de outros produtos, com o objetivo de reduzir
o colesterol.

Atualmente, a farinha da casca dos frutos ¢ utilizada como suplemento alimentar.
Considerada uma potencial fonte de fibras, principalmente pectinas (Y APO; KOFFI, 2006), a
farinha ¢ consumida pela populagdo em geral para o controle do diabetes. De fato, alguns
trabalhos citados na literatura demonstram a propriedade da farinha em reduzir a glicemia de
jejum, além de alterar positivamente os niveis de triglicérides relacionados ao quadro
diabético. Contudo. os estudos existentes sio relacionados a utilizacdo da farinha da casca dos
frutos ou de extratos de partes aéreas da planta (JANEBRO er a/, 2008; 2010; RAMOS et al,
2007), nenhum trabalho demonstrando a acdo direta da fibra obtida a partir da casca do
maracuja foi relatado, o que revela uma caréncia de estudos que foquem a utilizacdo de seus
carboidratos constituintes e, mais ainda, ¢ necessario analisar as caracteristicas quimicas

dessas moléculas de modo a facilitar o entendimento de suas propriedades bioldgicas.

Poucos trabalhos na literatura cientifica abordam estudos de espécies de maracuja
frente a tipos de cancer. A¢ao antiproliferativa de extratos etanolicos de Passiflora foetida
contra celulas de adenocarcinoma foi avaliada por Moongkarndi ef ¢/ (2004), que propuseram
um estudo mais aprofundado da atividade detectada. Rowe er al (2004) sugeriram que
componentes fitoquimicos presentes em frutos de P. incarnata estejam relacionados com a
atividade anticancer detectada por esses autores. Células normais submetidas a tratamento
com agente carcinogénico foram incubadas com o suco obtido da polpa dos frutos. A amostra
fo1 eficaz em reduzir em tamanho e numero, as células transformadas. Segundo os autores,
compostos fitoquimicos presentes no suco seriam capazes de interferir no processo de
apoptose. Um segundo trabalho com essa mesma espécie revelou o potencial de um alcaloide
isolado a partir de extratos das flores, em reduzir a supressao pés-cirurgica da atividade de

celulas NK, podendo assim, atuar como antimetastico (BEAUMONT et al, 2008).
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OBJETIVO GERAL

Caracterizagdo quimico-estrutural de uma fracdo polissacaridica obtida por extragdo a quente
em agua e precipitacdo alcodlica a partir da casca dos trutos de Passiflora edulis, avaliando
sua acdo antitumoral em modelo animal de Sarcoma 180 ¢ seus efeitos nos parametros

fisiologicos em ratos diabéticos.
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CAPITULO 1

Caracterizaciio quimico-estrutural de uma fracfio polissacaridica isolada da casca dos
frutos de Passiflora edulis fo. flavicarpa O. Deg., Passilfloraceae.
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1. REFERENCIAL TEORICO

1.1.  Pectinas

Carboidratos séio  polihidroxialdeidos ou  polihidroxicetonas, ou  substincias
capazes de formar tais compostos quando hidrolisadas. Constituem o grupo de biomoléculas
mais abundante na natureza. Bilhdes de toneladas de gas carbonico e agua sdo, anualmente,
convertidas por plantas e algas. em celulose ¢ em varios outros produtos vegetais. Certos
carboidratos, como agucares simples e amido, sdo a base alimentar de organismos nio-
fotossintetizantes, sendo oxidados e utilizados em vias metabdlicas para suprir a demanda

energética (LEHNINGER e al, 2006).

Essas moléculas podem ser agrupadas em trés classes, de acordo com o seu
tamanho: monossacarideos, 0s aclicares mais simples, constituidos por uma tnica unidade de
poliidroxialdeido ou cetona (glucose, galactose, xilose, acido galacturdnico, ramnose,
arabinose sdo exemplos): oligossacarideos, compostos de cadeias curtas, formadas de
monossacarideos unidos entre si por ligagdes glicosidicas, sacarose ¢ frutose. por exemplo; e
polissacarideos. Estes ultimos apresentam cadeias longas, lineares ou ramificadas, de centenas

a milhares de unidades de monossacarideos (LEHNINGER e¢r af, 2006).

A forma ramificada ou linear como o composto se apresenta, constitul sua
estrutura espacial. O arranjo diversificado das moléculas de polissacarideos permite as
mesmas adotar uma grande variedade de formas. A maneira como suas ligagdes quimicas
estao formadas, dita, na maioria das vezes, as propriedades e papéis biologicos que possuem e

desempenham (LEUNG ¢1 «/, 2006).

A matriz extracelular das plantas € formada principalmente por agua, proteinas e
uma mistura de polissacarideos complexos, dentre os quais se destacam pectinas, celulose e
hemicelulose (RAVEN ¢r «l, 2007). As quantidades de celulose, hemicelulose e pectina
podem variar de 25 a 30%. 30 a 55% e de 10 a 30%, respectivamente, dependendo da espécie,

do tipo celular ¢ estagio de maturagao (LEUNG et al, 2000).

Pectinas sdo polissacarideos com alto grau de solubilidade em agua, ricos em
acido galacturénico o que lhes confere um carater acido (LEUNG et al, 2006). Sdo

considerados polissacarideos formados de hidrocoloides com ocorréncia natural em plantas



superiores, sendo muito usadas na induastria de alimentos devido a sua capacidade de formar
géis e atuarem como estabilizante ¢ emulsificante (WINNING et a/, 2007). Na célula, as
pectinas estao relacionadas com prote¢do e com a manutencao do meio i6nico, modificando a
difusdo de fons pela parede celular e regulando sua porosidade (BUCKERIDGE, TINE,
2000).

Quimicamente, pectinas sdo musturas de polissacarideos complexos com a
predominancia de homogalacturonanas (HG) podendo também ser constituidas por
ramnogalacturonanas (RG) (FIGURA 1.1). Contém 10% ou mais de substancias orgéinicas,
compostas de arabinose, galactose ou outros acticares neutros como glucose, ramnose e xilose
(MADHAV; PUSHPALATHA, 2002; YAPO; KOFFI, 2006), podendo também apresentar
acucares raros tais como apiose (DARVILL et al, 1978), acido acérico (ou 3-Ccarboxi- 5-
deoxi-L-xilose) (SPELLMAN et al, 1983), 2-O-metil-fucose (BARRETT; NORTHCOT,
1965; DARVILL et al, 1978), 2-O-metil-xilose (BARRETT; NORTHCOT, 1965: DARVILL
et al, 1978), Kdo (acido 2-ceto-3-deoxi-p-mano-octulosénico) (STEVENSON ef al, 1988) ¢
Dha (4cido 3-deoxi-p-lixo-2-heptulosarico) (FIGURA 1.1) (YORK et al, 1985).

As homogalacturonanas sao tipicamente polimeros lineares com unidades
repetidas de dcido galacturénico unidas por ligagoes glicosidicas u-(1—4). formando longas
cadeias (CAPEL ¢t al, 20006), nas quais grupos acidos podem estar metil-esterificados ou O-
acetiladas em C-2 ¢ C-3. Em cada caso, o percentual de esterificaco € expresso como grau de
metoxilacdo (DM) e grau de acetilaciio, respectivamente (LEVIGNE ¢t al, 2002). Pectinas
com DM equivalente a 14% e médias de esterificacdo entre 50 e 80% sao consideradas como
altamente metoxiladas, por outro lado, as que apresentam DM maximo de 7% ou grau de
esterificacao menor que 50% sao classificadas como de baixo grau de metoxilacao (LIMA et
al, 2010). A qualidade do gel formado pela pectina ¢ dependente de seu contetudo metoxil

(MADHAYV, 2002).

Ramnogalacturonanas constituem a regiiio ramificada das pectinas  sendo
divididas em dois tipos: ramnogalacturonanas I (RG-I) e ramnogalacturonanas 11 (RG-II).
RG-I consiste de uma cadeia principal de unidades alternantes de éacido p-galacturénico
ligadas por ligacdes glicosidicas u-(1—4). e ramnose ligadas por a-(1—2). a qual se ligam
cadelas laterals neutras tais como arabinanas ¢ arabinogalactanas (De VRIES, 1988). RG-II é
0 menor e mais complexo polissacarideo péctico das paredes celulares vegetais (PELLERIN

et al, 1996). Contém uma alta proporc¢ao de unidades de ramnose ligadas (1—3) ¢ (1—2.,3.4)

como unidades terminais (VORAGEN er al, 1995).
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Fig. 1.1- Esquema representativo da estrutura basica de pectinas. Ilustragio da estrutura convencional
evidenciando a cadeia linear composta de acido galacturdnico e, em determinadas regides, a
alternancia de acido galacturdnico e ramnose. Também estio ilustradas as cadeias laterais de
aglcares neutros, além de alguns aglcares raros como apiose e 4cido acérico. Ligados a cadeia
principal encontram-se grupos metil e acetil esterifiados a unidades de acido galacturdnico.

Fonte: http://www.jbei.org/images/feedstocks/pectin_structure.png.

As arabinanas sdo polissacarideos que apresentam uma cadeia principal de
unidades furanosidicas de r-arabinose unidas por ligacdes glicosidicas a-(1—35), com
ramificagGes ligadas a varias unidades da cadeia principal na posigio O-2 e/ou O-3 (PEREZ
et al, 2000; VORAGEN et al, 1995).

As arabinogalactanas ocorrem em duas formas estruturalmente diferentes. As
arabinogalactanas do tipo I t&ém uma cadeia linear de unidades piranosidicas de p-galactose
ligadas B-(1—4) com 20-40% de unidades furanosidicas de L-arabinose ligadas a-(1—3)
presentes em cadeias laterais curtas conectadas na posi¢do O-3 das unidades de galactose
(PEREZ et al, 2000; VORAGEN et al, 1995).

Ja as arabinogalactanas do tipo Il sdo polissacarideos altamente ramificados, com
cadeias de unidades de B-p-galactopiranose unidas por ligagdes (1—3) e (1—6). As ligagdes
(1—3) predominam nas cadeias internas, enquanto que as liga¢gdes (1—6) ocorrem
principalmente nas cadeias externas, que sdo geralmente terminadas por unidades 1-

arabinofuranosil e em algum grau por unidades t-arabinopiranosil (VORAGEN et al, 1995).
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1.2, Pectina de Passiflora edulis

As condigdes de extracao dos polissacarideos sdo fatores determinantes sobre o
rendimento e caracterizacdo quimica e estrutural dos compostos, levando, muitas vezes a
alteragdes 1mportantes nas propriedades funcionais da molécula em estudo. No caso de
pectinas, alteracdes ocorrem notavelmente na sua habilidade de formar géis o que determina
as diferentes formas de uso do polissacarideo na indistria de alimentos ¢ na industria
farmacéutica (PINHEIRO er af, 2008; YAPO et al, 2009; KLIEMANN er al, 2009).

E observado que fatores como condicdes de pH, temperatura, tempo de extracio e
o alcool precipitante influenciam profundamente as propriedades quimicas da pectina
(KALAPATHY; PROCTOR, 2001; LIMA et al, 2010).

A extracdo de pectinas a partir de diferentes frutos tem sido demonstrada por
diversos trabalhos. Algo similar & maioria destes ¢ a utilizacao de condicoes acidas para
proceder a extracao do polissacarideo (JOYE: LUZIO, 2000: LIU et «/, 2000). A extracdao
empregando solucdes acidas diluidas também tem sido utilizada visando a obtencdo de
pectina de frutos de Passiflora edulis (Y APO; KOFFI, 2006; PINHEIRO e af, 2008). Mais
ainda, o tipo de acido utilizado no processo de extragao da pectina do maracuja amarelo altera
os valores de rendimento do material e 0 grau de metoxilagao (YAPO et «l. 2009).

A casca do maracuja constitui cerca de 50% do peso total de fruto e apresenta em
sua constituicdo quimica, nutrientes como proteinas, carboidratos e lipideos em quantidades
razoaveis, o que sugere sua utilizacdo como fonte de novos produtos comerciais e
alimenticios. Essa parte do fruto revelou ser uma fonte de elementos importantes como fibras
e alguns minerais. Chau ¢ Huang (2004) caracterizaram um tipo de fibra insoliuvel extraida
das sementes de P. edulis. Os autores demonstraram que a semente do fruto representa uma
rica fonte de fibras insoliveis com cerca de 24% desse componente em sua constituicao.
Trabalhos relatando essas caracleristicas em residuos de frutos industrializados sugerem que
os mesmos podem. desse modo, ser empregados na formulacdo de novos alimentos nao-
convencionats. Giuntini er «f (2003) ressaltam diversos aspectos quantitativos ¢ qualitativos
para a utilizacdo de subprodutos derivados da producao comercial e sua insercace gradativa no
consumo alimentar da populacao. Dentre esses produtos ressalta-se o maracuja. Considerado
uma excelente fonte de fibra alimentar (YAPO; KOFFI, 2008; PINHEIRO ¢t al, 2008), a
utilizagdo de sua casca e sementes ¢ avaliada do ponto de vista econdmico e ambiental, uma

vez que promove a reducao de produtos comumente descartados em grandes quantidades
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anualmente, os quais tem-se demonstrado experimentalmente, como possuidores de efeitos
benéficos a satde.

Yapo e Koffi (2006) publicaram um dos primeiros trabalhos sobre a extracdo e
caracterizagdo quimica de pectinas da casca do maracuja amarelo (P. edulis). Os autores
empregaram fracionamento dos polissacarideos através de extracdo em agua, solucio de
oxalato de amonio e em meio acido diluido, a temperatura de 30 °C. A pectina extraida era
rica em acido galacturdnico e com baixe grau de metilesterificag@o, além de apresentar baixo
teor de grupos acetil e agticares neutros. Neste trabalho, os autores evidenciam a casca dos
frutos de P. edulis como potencial fonte de pectina com baixo grau de metoxilagio.

Embora com nimero ainda modesto, alguns estudos envolvendo a pectina do
maracuja vém sendo desenvolvidos de modo a aperfeicoar a forma de obtencdo do
polissacarideo. Pinheiro ¢t al (2008) analisaram o efeito combinado de diferentes variaveis
sobre o grau de esterificacdo da pectina. Os autores empregaram diferentes concentracdes de
acido citrico em diferentes periodos de tempo para a extragdo sob a temperatura de 97 °C.
Concluiram que uma concentragao de acido de 0,086% durante 60 min corresponde a
condigdo ideal para a extracdo de pectina altamente esterificada. -

Variaveis como tipo de acido, faixa de temperatura, pH e tempo de contato foram
avaliadas para se determinar as melhores condi¢des de extragdo da pectina da casca de P.
edulis. As condigdes Otimas para obtencdo do melhor rendimento foram obtidas com o uso de
solucdo de 4cido citrico a 80 °C durante 10 min a pH 1. Segundo os autores o procedimento
foi eficiente na obtengao de pectina com baixo grau de metoxilacio (KLIEMANN et al,
2009).

Kulkarni ¢ Vijayanand (2010) determinaram que € possivel obter pectina de boa
qualidade a partir da casca dos frutos de maracuja utilizando meio acido para extracdo ¢ uma
propor¢ao de 1:30 (p/v), com temperatura superior a 90 °C por 60 min, utilizando duas
extracdes. Segundo os autores, a pectina obtida pode ser usada com propriedades funcionais

em diferentes produtos alunenticios.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

Isolar uma fracdo de polissacarideos a partir da tarinha das cascas dos frutos de
Passiflora edulis fo. flavicarpa O. Deg., Passilfloraceae, por meio de extracio em
agua a quente sem acidificacdo, seguida por precipitacdo com etanol:

Determinar através de hidrolise acida e cromatografia gasosa, qualitativamente e
quantitativamente os monossacarideos constituintes na amostra do polissacarideo de
P. edulis;

Determinar a composi¢do centesimal (umidade, cinza e proteinas):

Estabelecer a distribuicdo da massa molar da amostra por cromatografia de exclusao
molecular;

Caracterizar estruturalmente os polissacarideos através de métodos espectroscopicos
(Espectrofotometria na regido do infravermelho - FT-IV; Ressonancia magnética

nuclear unidimensional- RMN).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1.  Reagentes

Padroes de acucares e Kit enzimatico para determinacio de fibra foram obtidos da
Sigma Aldrich, St Louis, (U.S.A). Os demais reagentes foram de grau analitico e obtidos
comercialmente. A farinha pulverizada da casca dos frutos (Passiflora edulis [ flavicarpa) foi
obtida da empresa Pectina do Brasil, incubada no Parque de Desenvolvimento Tecnoldgico do

Ceara (PADETEC), municipio de Fortaleza.

3.2. Analise Quimica Elementar

Os itens 3.2.1 a 3.2.5 sdo referentes as analises da farinha da casca dos frutos de

P. edulis.

3.2.1. Umidade

Aproximadamente 4 g de farinha fresca foram pesadas em pesa-filtros
previamente tarados. As amostras foram secadas & temperatura estabilizada de 105 °C em
estufa de esterilizacdo e secagem durante 12 h, levadas ao dessecador e apo6s o equilibrio
térmico foram pesados. Em seguida os pesa-filtros retornaram a estufa por mais 12 h, sendo
esta etapa repetida até o aparecimento de pesos constantes. O teor de umidade foi obtido pela
diferenga entre o peso inicial e o peso final das amostras, sendo expresso em percentagem. O

protocolo empregado seguiu a metodologia da A.O.A.C (1990).

Cadinhos de porcelana, previamente tarados, contendo 4 ¢ da amosira seca,

referente a cada lote, foram colocados em forno mufla (Modelo EDGCON 1P; capacidade
3000/ 7000 EDG) a 550 °C durante 4 h, quando se deu a completa mineraliza¢do e

carbonizagdo do material. Em seguida, os cadinhos foram mantidos em dessecador até



alcancar a temperatura ambiente, quando foram pesados. O teor de cinzas foi obtido através

da diferenga entre os pesos inicial e final e expresso em percentagem (A.O.A.C, 1990).

3.2.3. Proteina bruta

Para determinacdo dos teores de proteina da farinha da casca de P. edulis seguiu-
se 0 método de Kjeldhal, citado pela A.O.A.C (1990). Amostras de 2 g foram colocadas em
baldes de Kjeldhal contendo 30 mL de H-SO,, 0,5 g do catalisador sulfato de cobre € 9,5 ¢ de
sultato de sddio. Em seguida, os baldes foram levados ao digestor por 30 minutos (Modelo
TE 40/25 — TECNAL 007A) para completa mineralizagdo das amostras. Apos o resfriamento
foram adicionados a cada amostra, 200 mL de agua destilada, 1,0 g de zinco em p6 e 100 mL
de NaOH 40%. A mistura foi destilada até cerca de 2/3 do volume inicial. Como solucdo
receptora foram utilizados 50 mL de 4cido sulfurico 0,1 M e como indicador o vermelho de
metila. Apds a destilacdo (Aparelho de titulagdo de nitrogénio TE 036/1 — TECNAL), o

excesso de acido sulfurico foi titulado com solu¢ao de NaOH 0,1 M.

3.2.4. Lipideos

Na determinacdo dos teorcs de lipidios da farinha da casca de P. edulis foi
empregado o método descrito pela A.O.A.C (1990). As amostras secas provenientes da
determina¢do de umidade foram pesadas. transferidas para cartuchos de filtracdo, os quais
foram colocados no aparelho extrator (Aparelho de Soxlet, marca FANEM, modelo 308.26:
220 v: 60 Hertz: 1800 Watts), em presenca de 100 mL de hexano por 8§ h. Ao final da
extracdo, o solvente foi parcialmente evaporade em banho-maria a 70 "C e os frascos
transferidos para estufa a 100 °C, e logo apos pesados. O teor de lipideo das amostras foi
calculado através da relacao entre o peso dos lipideos extraidos e o peso inicial da amostra,

sendo EXpresso €m percentagen.

3.2.5. Fibra alimentar totual

A determinacdo de fibra alimentar total (FAT) da farinha da casca de P. edulis foi
feita de acordo com o método enzimatico-gravimétrico, utilizando kit para determinacdo de

fibra (Sigma Chemical Co.). Amostras de farinha foram homogencizados em tampdo



42

MES/Tris (0,05 M, pH 8.2) sob agitacdo, ¢ tratados com w-amilase (0,1 mL/g de farinha) por
15 min em banho-maria a 95 °C com agitaciio continua. Em seguida, a amostra foi mantida a
60 °C para digestao com protease (0,1 mL/g de farinha) em tampao MES/Tris (0,05 M, pH
8.,2) por 30 min em banho-maria a 60 °C. Apos esse periodo, o pH da solucéao foi ajustado a
4.7 e solugao de amiloglucosidases (0,3 mL/g de farinha) fo1 adicionada e incubada por 30
min em banho-maria também a 60 °C. Para determinacao do teor de FAT, alcool 95% foi
adicionado a solucdo de digestao (1:4 v/v) e mantido a temperatura ambiente por 1h para
proceder a precipitagdo dos solidos insoluveis. A solugdo foi filtrada em funil de placa
sinterizada G4. O filtrado foi lavado com etanol 78% (v/v), seguido por etanol 95% (v/v) e
acetona absoluta. O material foi finalmente, secado em estufa a 40 °C até obtengao do peso

constante (AOAC, 1992).
3.3. Extragdes e obtencdo da fracio pofissacan’dica

O esquema de obtencdo da fracado de polissacarideos de P. edulis esta representado
na figura 1.2. Amostras da farinha (20 g) foram dissolvidas em agua destilada na
concentrac¢do de 3% (p/v) ¢ mantidas sob agitagdo continua por duas horas a temperatura de
90-100 °C. Apos filtragao em tecido fino, o extrato foi centrifugado a 17.600 x g por 20 min a
20 “C. O sobrenadante foi filtrado a vacuo em funil de placa sinterizada G3. A fracdo
polissacaridica foi precipitada com etanol absoluto (1:4 v/v) durante uma hora, ¢ separada per
nova centrifugagdo. O precipitado foi lavado exaustivamente com etanol 95%, seguido por
lavagem com etanol absoluto. A fracdo obutida foi ressolubilizada em agua destilada sob
agitacdo leve por uma hora a temperatura ambiente, em seguida, concentrada sob pressao
reduzida para retirada do excesso de etanol. O material foi centrifugado e o sobrenadante,
filtrado como citado anteriormente. O pH do concentrado resultante foi ajustado a 7,0 com
solucdo diluida de hidroxido de sédio 0.1 M. O material foi submetido a nova precipitacao
com etanol absoluto (1:4 v/v) por 12 h a 4 “C. ApOs esse periodo, a mistura foi novamente
cenirifugada, sendo o precipitado obtido, lavado com etanol ¢ acetona. O material [oi secado a

40 °C e estocado (6,97 g). A fragdo isolada foi denominada PFCM.



Farinha da Casca do Maracuja
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¥
Sobrenadante Precipitado
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®  Precipitagdo com etanol absoluto (1:4 v/v) por 12 h sob refrigeragac.
!
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9

Lavagem com etanol absoluto e acetona.

®  Secagema4( °C.
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Fig. 1.2. Esquema de obtencio da fracdo de polissacarideos extraida da casca dos frutos de Passiflora edulis
(PFCM). Os polissacarideos foram extraidos em dgua a quente (90 — 100 “C) sob agitacdo continua
por duas horas. Seguiu-se uma sequéncia de filtragdes e centrifugagdes. A fracdo foi obtida por uma
série de precipitactes com etanol.

3.4. Caracterizacdo dua fracdo polissacaridica

3.4.1. Compaosi¢io monossacaridica

Os monossacarideos foram identiticados na forma de seus alditois-acelatos, a partir das etapas de

hidrolise, reducéo e acetilagio.

A hidrolise foi realizada com acido trifluoroacético (TFA) 4 M por 5 horas a 96 °C em tubos de

hidrolise rosqueados, com cinco repeticoes. Para cada 10 mg de amostra foram acrescentados 4 mL da solugao

43
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de TFA. O material hidrolisado foi lavado com metanol para eliminacdo do acido, e secado em evaporador
rotativo ateé completa neutralizaciio. Aos residuos provenientes da hidrélise foram acrescentados de 1 a 1,5 mL
de agua destilada e. em seguida. adicionado boroidreto de sédio até pH basico, sendo o meio alcalino mantido
por duas horas. Em seguida. foram acrescentadas pequenas porgdes de resina cationica diretamente nos tubos de
hidrélise para remocédo dos ions sédio (Na”) e neutralizacdo dos fons hidroxido (OHY). A vesina foi removida
através de filtracdo comum em papel de filtro. O sobrenadante foi evaporado até secura utilizando metanol para
formacdo do borato de metila.

Aos residuos secos obtidos da etapa de redugao foram adicionados 0,5 mL de piridina ¢ 0,5 mL de
anidrido acético, sendo os tubos mantidos vedados durante trés dias até completa acetilagido. Os monossacarideos
foram convertidos em alditois de acetato por sucessiva reducio com NaBH, seguido por acetilacio com piridina-
Ac,0. Em seguida, foram adicionados 3 mL de cloroférmio a cada tubo submetidos a agitagiio. Acrescentou-se a
seguir 2 mL de solucao de sultato de cobre (5%), sendo os tubos novainente agitados. O sistema permaneceu em
repouso até separagdo das fases, sendo a fase aquosa superior removida. A por¢do cloroformica final foi
empregada nas andlises cromatograficas.

Analises de cromatografia liquida-gasosa (GLC) foram conduzidas em Cromatbgrafo Gasoso

3800 Varian acoplado a Espectrometro de Massa 2000 R-12 Varian com gas Helio como carreador (2.0
mL/min). A coluna capilar DB-23 foi usada e programada a 40 °C/min a 220 °C (temperatura constante). Os
derivados resultantes foram identificados por seus perfis de impacto eletrénico. As andlises foram realizadas no
Departamento de Bioguimica da Universidade Federal do Parana.

O conteudo  de dcido urdnico foi  determinado usando o método meta-hidroxidifenil

(BLUMENKRANTZ er af, 1973) através da construgdo de uma curva padrao de acido galacturonico.

3.4.2. Microandlise elementar

O conteudo de nitrogénio da fracdo polissacaridica foi determinado por
microanalise elementar usando equipamento Perkin-Elmer CHN 2400 sendo o contetido de

proteina calculado através do fator de conversido de 6, 25.

3.4.3. Cromategrafia de exclusio molecular de alta performance (HPSEC)

O pico de massa molar de amostras de PFCM foi determinado por HPSEC usando
cromatografo Shimadzu LC-10AD com detectores de indice de refracio (RID-6A) ¢
ultravioleta (SPD-10AV: 280 nm). A analise foi realizada utilizando-se coluna Ultrahidrogel
(7,8 x 300 mm). com fluxo de 0,5 mL/min, solucio de polissacarideo de concentragio 0.1%
(m/v), agua como solvente, NaNOsy 0,1 M como eluente e temperatura ambiente. O volume
injetado de amostra foi de 50 ul. A massa molar do polissacarideo foi estimada usando
pululanas como padrao. A regressdo linear entre a faixa de massa molar das pululanas e o
volume de elui¢ao ¢ dada na equagao 1:

Log M = 14,016 — 0,951 Ve (Equacao 1),
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R=0.991, onde Ve corresponde ao velume de eluicio e M € a massa melar.

3.4.4. Espectroscopia na Regido do Infravermelho (FT-1V)

Os espectros FT-IV foram realizados com pastilhas KBr em espectrofotémetro

FT-IR Shimadzu 8300, na faixa de comprimento de onda de 4000 a 500 cm™* com resolugéo

-l
de2cm .

3.4.5. Ressonancia magnética nuclear (RMN)

Espectros 1D ('H and "°C) de solugdes de PFCM a 3% (p/v) em D>O a 343 K
foram realizados em espectrémetro bruker, modelo avance-DRX-500. 2,2-dimetilsilapentano-

5-sulfonato de sédio (DSS) foi usado como padrio interno (0,00 ppm para 'H).
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4, RESULTADOS E DISCUSSAOQ

4.1 - Analise da composicio centesimal

Os conteudos de lipideos, cinzas e proteina bruta da farinha da casca dos frutos de
P. edulis foram de 1.37, 7.58 ¢ 8,2%, respectivamente (TABELA 1.1). Comparando esses
valores com os dados da literatura para amostras da casca de P. edulis. observa-se que o
contetdo lipidico esta proximo ao encontrado por Souza et a/ (2008) a partir da casca como
residuo industrial (1,75%), e superior aos encontrados por Pinheiro et al (2008), Gondim et al
(2005) e Cordova et al (2005) que relataram valores menores que 1% de extrato etéreo. O teor
de cinzas determinado neste estudo condiz com os dados encontrados na literatura de 7,52%
(PINHEIRO et al 2008). Quanto ao contetido de proteinas, observa-se que esse valor ¢ maior
que o teor de proteinas (4,05%) determinado por Pinheiro et a/ (2008) para a casca dos frutos
da mesma espécie. Baixos teores de proteina (0,67% - 1,5%) para a casca dos frutos de P.
edulis foram determinados por outros autores (GONDIM et al, 2005; CORDOVA et al,
2005). Porém, valores elevados de contetdo proteico (12,52%) foram relatados por Souza et

al (2008) com base na matéria seca.

Tabela 1.1 — Conteidos de proteina bruta, lipideos, cinzas e fibra alimentar total (FAT)
da farinha da casca dos frutos do maracuja (Passiflora edulis)
Casca do fruto de Passiflora edulis

Umidade 9.37%

Base seca (89,66g) ¢/100g de farinha

o

Composic¢iio aproximada (%% p/p)

Proteinas totais 8.2
Lipidios totais 1.37
Cinzas 7.58

Teor de Fibra Alimentar Total - método A.O.A.C (% p/p)
FAT 69,51+ 1,20

Dados sio representados pela média + SD (n=3).

O contetdo de fibra alimentar total (FAT) cbtida a partir da casca dos frutos de P.

edulis através de método enzimatico-gravimétrico foi de 69,51% (TABELA 1.1). Esse dado



47

esta proximo ao encontrado por Yapo e Koffi (2008) que relataram o teor de 73,5% de FAT
para as cascas do maracuja amarelo, e superior ao obtido por Pinheiro et a/ (2008) (57,36%).
Essa diferenca pode ser devido a procedéncia da matéria prima ou até mesmo, as possiveis
diferencas nos métodos de extracdo empregados para a obtencao da fibra. O elevado conteudo
de fibra alimentar presente na casca de P. edulis faz desse material uma otima fonte para

extracao de pectina.

4.2 - Caracterizacio dos polissacarideos obtidos dos frutos de Passiflora edulis por
extracfio aquosa a quente e precipitaciio com etanol.

A extracdo do polissacarideo da casca do fruto de Passiflora edulis foi realizada
em agua a 90 -100 °C sem etapas de acidificagio. O pH de extracdo foi determinado em
potencidometro (pH 6,0). Seguiu-se concentracdo a vacuo e a obtencdo da fracao
polissacaridica por precipitagdo com etanol. Uma vez que a precipilacao de pectinas requer
alta quantidade de alcool etilico, a concentracdo a vacuo do extrato reduz significativamente a
quantidade de etanol necesséaria para a precipitagdo da fragdo de pectinas. A avaliacdo de
alguns estudos indica que nenhuma alteragdo significativa ¢ observada na qualidade das
pectinas obtidas por este método (KULKARNI VIIAYANAND, 2010). Zhang e Liu (2000)
estudaram as condicdes para a precipitacao de pectinas extraidas das cascas de Citrus grandis.
As amostras foram submetidas a precipitacio com alcool e sulfato de aluminio,
separadamente. As pectinas obtidas a partir de precipitacio com sulfato de aluminio
apresentaram qualidade significativamente menor que as precipitadas com etanol. Resultados
similares foram encontrados para os métodos de extragdo da pectina das cascas da maga e
manga (CHEN; LI, 1994; YINHUA; HUAFANG, 2003; YU; VALLE. 1979). Na literatura, a
maioria dos trabalhos emprega a precipitacdo com etanol para a obtencao de pectina a partir
da casca de P. edulis (YAPO; KOFFI, 2006, YAPO, 2009; PINHEIRO ef af, 2008;
KULKARNI; VIJAYANAND, 2010; KLIEMANN et al, 2009).

O rendimento da fracdo PFCM em relacdo ao peso seco da farnnha for de 34,9%.
Esse valor € superior ao encontrado por D’addoésio et al (2005), que utilizaram
hexametatostasto de sddio para extracao da pectina da casca de P. edulis (18,43%), e aos
valores de 13,6 e 20% obtidos para extracdes de pectinas em solucdes dcidas por Corona ef al,
(1996) e Matsumoto ¢ Otagaki (1990), respectivamente. Yapo e Koffi (2006) obtiveram
rendimento de apenas 2,9% para pectinas da casca de P. edulis extraidas em agua, porém com

acidifica¢do do meio através de acréscimo de solugio de acido nitrico.
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Os dados da andlise quimica elementar de PFCM estao mostrados na Tabela 1.2.
O compoenente majoritario do polissacarideo fo1 acido galacturdnico (44,2%), o que sugere a
natureza péctica da frac@o de carboidrato obtida. Contudo, tal valor foi bem menor que o
determinado por Yapo e Koffi (2006) para a pectina de P. edulis extraida em agua sob
aquecimento, que foi de 76,3%. valor este. proximo ao encontrado por D addosio er af (2005)
para pectina de P. edulis extraida por hidrolise acida (78%). E provavel que tais diferengas
nos percentuais de acido galacturénico sejam devidas ao meio dcido empregado na extracdo
dos polissacarideos por esses autores.

Os agucares neutros componentes da fragcao polissacaridica e determinados por
cromatografia gasosa GC/MS foram arabinose (11,8%), glucose (11.8%), ramnose (10,6%),
manose (9,0%), galactose (6,1%) ¢ pequenos teores de xilose (3,6%), fucose (1,6%) e ribose
(1,3%). Esses valores sdo superiores aos determinados para pectinas comerciais de citrus,
sendo que agucares neutros também foram encontrados em fragdes pécticas de frutos de P.
edulis, com predominancia de arabinose, ramnose e galactose (Y APO: KOFFI, 2006). Chau e
Huang (2004) demonstraram a presenca de 8 monossacarideos nas diferentes fracoes de
carboidratos isoladas das sementes do maracuja. Esses autores encontraram quantidades mais
elevadas de unidades de glucose celuldsica, seguidas de xilose (1,75-9,67%), arabinose (4.68-
5,5%), ramnose (0,63-1,96%) e galactose (1,03-1,39%).

Pelos dados listados na Tabela 1.2 ¢ possivel sugerir que PFCM apresenta uma
estrutura  linear composta de homogalacturonanas (HG), além de uma regido de
ramnogalacturonanas do tipo 1 (RG-1) com ramificacGes constituidas de acticares neutros. A
baixa razao de acido galacturénico/ramnose (4,17) indica que RG-1 estd em uma propor¢ao
maior do que HG. Este resultado ¢ muito diferente do encontrado por Yapo e Koffi (2006)
para a pectina extraida de P. edulis em condi¢cdes acidas, a qual apresentou estrutura
constituida majoritariamente por homogalacturonanas.

A ocorréncia de arabinose ¢ ramnose dentre 0s acucares neutros individuais
principais em PFCM. além da presenca de galactose (6.1%), sugere a presenca de arabinanas,
g/ou arabinogalactanas como cadelas laterais do polissacarideo. Os valores de glucose
(11.8%) e acido galacturénico (44.2%). encontrados em PFCM indicam que celulose e
substancias pécticas sdo os principais polissacarideos diferentes de amido presentes na fracao
isolada (YAPO; KOFFI, 2008).

O conteudo de proteinas totais (g/100g) determinado para PEFCM por microanalise
foi de 3% (TABELA 1.2). Esse¢ teor ¢ muito menor que os 12,8% encontrados nos

polissacarideos obtidos por Yapo e Koffi (2008) a partir da casca de frutos de P. edulis
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processades industrialmente. Contudo, foi superior ao encontrado por Chau ¢ Huang (2004)
na fibra obtida a partir das sementes de P. edulis (1.6%). Fragdes de pectina extraidas da casca
de P. edulis por Yapo e Kofti (2006) mostraram contetudo de proteina variavel dependendo do
tratamento usado no processo. A extracdo realizada em solucao de acido nitrico (pH 1,3)
apresentou teor proteico de 5,1%, enquanto a pectina extraida em agua, mas sob acidificacao
(pH 4,0), exibiu conteudo proteico de 1,4% (YAPO; KOFFI, 2006), valor inferior ao
encontrado em PFCM. Contudo, a metodologia usada para a extragdo de PFCM fo1 eficiente

em reduzir o contetido de proteina a partir da casca do fruto (8,2% como citado no item 4.1).

Tabela 1.2-Dados de composicio proximal e monossacaridica da frac¢io polissacaridica
de Passiflora edulis (PFCM)

Composiciio proximal Valores (g/ 100 g de PFCM)
Umidade 143
Cinzas 13.8
Proteinas (N x 6,25) 3.0
Polissacarideo 82,7
Acucar
Acido galacturénico 442
Arabinose 11,8
Ramnose 10,6
Glucose 11,8
Manose 9.0
Galactose 0,1
Xilose 3.6
Ribose 1.3
Fucose 1,6

O cromatograma HPSEC para determinagdo da massa molar de PFCM usando IR
estda mostrado na Figura 1.2. O detector [R mostrou um unico e amplo pico com volume de
eluicao maximo de 9.78 mL.

A massa molar do polissacarideo foi estimada por HPSEC levando em conta o
volume de eluigao obtido através do detector de IR, aplicado a equacao 1. A massa molar
estimada para PFCM foi de 6,0 x 10" g/mol. Este valor é bem proximo aos encontrados por
Yapo e Kofti (2006) para as pectinas da casca de P. edulis extraidas em agua sem
aquecimento (6,4 x 107 g/mol), e através de solucio de acido nitrico com aquecimernto a 80 °C
(5,1 x 10" g/mol).

Contudo, pectinas com massa molar de 1,04 x 10° g/mol e 2,5 x 107 g/mol foram

extraidas da casca de P. edulis em solucoes de acido sulftrico e citrico, respectivamente,



50

sendo que alteracoes na concentragdo do acido empregado proporcionam a obtencdo de
polissacarideos de diferentes massas molares, de modo que um aumento na concentragdo do
acido proporciona a extracdo de pectinas com massa molar também mais elevada (YAPO,
2009). Segundo Yapo (2009), o &cido citrico ¢ capaz de solubilizar os polissacarideos pécticos
da parede celular com menor degradacio, o que justifica a massa molar elevada em virtude do

maior tamanho das cadeias que compdem a molécula.
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Fig. 1.3. Cromatograma HPSEC dos polissacarideos de Passiflora edulis (PFCM) em coluna
Ultrahidroge! (7.8 x 300 mm), com tluxo de 0,5 mL/min. A concentracdo da solucio de
polissacarideo era de 0,1% (p/v). Agua foi usada como solvente, NaNO; 0,1 M como
eluente. O volume injetado de amostra foi de 50 ul. A massa molar do polissacarideo fol
estimada usando pululanas como padrio (5.9 x10*-7.9 x 10° ¢/mol).

O espectro na regido do infravermelho (FT-1V) de PFCM (FIGURA 1.3) mostrou
bandas em 3396 cm™ ¢ 2930 cm™ devido & vibragio de grupos O-H e C-H, respectivamente.
As bandas a 1740 cm™ e 1653 em™ sdo atribuidas, respectivamente, a vibracdo dos grupos
C=0 de acidos galacturénicos esterificados e nao esterificados (MARRIQUE; LAJOLO,
2002; IAGHER ¢f af, 2002; SOUZA et al, 2009).

O grau de esterificacao (DE) de PFCM foi calculado usando o método proposto

por Marrique e Latojo (2002). Neste, o calculo da area do pico de FT-IV referente a vibracao
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do grupo carbonila de acido urénico esterificado (1740 cm™) foi relacionada a 4rea referente
ao grupo carbonila de acido urdnico nao-esterificado (1653 em™), através da equacao 2:

DE (mol%) =124.7 R+ 2.2013 Equacao 2
Onde R= Aj740/ (A1740 + Atess).

O baixo percentual de esterificacao (DE) encontrado em PFCM (26.2 + 0.8 mol%)
¢ consistente com os valores observados na pectina de P. edulis obtida por Yapo e Koffi
(2006) a partir de extracdo em agua a 30 °C (32.4 mol%), e muito proximo quando comparado
a pectina obtida a partir de extragoes em solugdo diluida de acido nitrico (26,3 mol%) e sem
aquecimento (YAPO: KOFFI, 2006). O valor de DE para PFCM também esta proximo aos
resultados obtidos com a pectina extraida de P. edulis por Pinheiro et al (2008) utilizando
solugdo diluida de acido citrico 2,5% durante 60 minutos (27,52%). Comparados a outros
dados da literatura, o grau de esterificacao encontrado em PFCM foi inferior ao determinado
para as pectinas de P. edulis extraidas por Corona et af (1996) (71.6 mol %). D adésio et al
(2005) (69,7 mol%) ¢ Matsumoto e Otagaki (1990) (73,2 mol%) através de diferentes
condi¢des empregando acido cloridrico como agente extrator. Também foi inferior ao obtido
por Kliemann et a/ (2009) com a pectina da casca de P. edulis extraida a pH 1,0 em acido
citrico 0,5 M por 10 minutos a 80 °C (45,94 mol%) e por Lima et al (2010) para extra¢oes em
agua acidificada a pH 2,2 - 3,0 com solucao de acido citrico que resultaram em pectinas com
alto grau de metoxilacio (69,22%).

Foi relatado que a casca de P. edulis consiste de cerca de 19,1% de substancias
pécticas a partir do peso seco (YAPO, 2009). O fracionamento destas substancias pécticas
com agua, oxalato de amodnio e solucdes diluidas de dcido nitrico promoveu a obtencio de
pectinas com baixo grau de esterificacdo ¢ elevado teor de acido galacturonico (YAPO;
KOFFI, 2006). Pinheiro et al (2008) demonstraram que o grau de esterifica¢do de pectinas
extraidas da casca de P. edulis aumenta quando baixas concentracdes de acido citrico sdo
usadas na extracdo sendo que uma concentragio de 0,086% por 60 minutos fornece pectina
altamente esterificada. Lima ef a/ (2010) demonstraram que extremos de pH acido e basico
diminuem significativamente o grau de metoxilagdo em pectinas extraidas do mesocarpo de P.
edulis (48,64 ¢ 20,44%, respectivamente). Fol demonstrado que condi¢des extremas de pH

causam de-esterificagdo e de-polimerizacao das cadeias de pectina (PINHEIRO er «f, 2008).
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Fig. 1.4. Espectro FT-IV em pastilhas de KBr dos Polissacarideos de Passiflora edulis (PFCM) na
regido de comprimento de onda de 4000 — 500 cm™'. Bandas em 3396 cm™ e 2930 e sdo
devidos a vibragio de grupos O-H e C-H, respectivamente. As bandas a 1740 cm™ ¢ 1653
I ; ’ . . 1 Al o e
cm’ sdo atribuidas, respectivamente, a vibragdo dos grupos C=0 de acidos galacturdnicos

esterificados e nao esterificados.

Os constituintes principais da ramnogalacturonana I que predominam na estrutura
de PFCM estio representados na Figura 1.4. O espectro 'H- NMR de PFCM (FIGURA 1.5-
A) mostrou intenso sinal em & 3,80 devido a grupos metil esterificados a unidades de acido
galacturénico (GalA Me) (CAZZOLINO et af, 2006; TAMAKI er af, 2008). Dois sinais de o
2,17 ¢ & 2,06 foram observados para grupos acetil ligados a 2-0 e 3-0-acido galacturdnico,
respectivamente (PERRONE et al, 2002; TAMAKI, 2008). Grupos Metil de 1 -ramnose foram
observados em 6 1,25, As regides em 0 4,9 e na faixa de 6 4,6-4,7 do espectro sdo devidas ao
proton H-5 de acido galacturdnico esterificado e nao-esterificado, respectivamente
(GRASDALEN ¢r al, 1988). Os sinais em 6 5.3 ¢ 6 5,13 foram atribuidos, respectivamente,
ao H-1 de ramnose ¢ acido galacturénico. Espectro "C NMR de PFCM (FIGURA 1.5-B)
mostrou um pico de ressonancia a & 53,6 caracteristico de metil éster de GalA Me. Na regiao
anomérica, os sinais a o 101,1; 100,9 e 1085 podem ser assinalados como carbonos
anomeéricos de acido galacturdnico (GalA), acido galacturonico metil esterificado (GalA Me)
e arabinofuranose (Arab), respectivamente. Sinal de baixa intensidade a & 17,5 relativo ao

orupo CHs em ramnose confirma a presenca desse acUcar naamostra analisada. Na regiao
o ¥ 5 &
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carbonila do espectro, os dois sinais a & 171,3 e 175,3 correspondem a C=O de GalA e

GalAMe, respectivamente.

GalA Me

OCH: —

8 3,80/53.6

i 85,13
O .. 7 81009
84,9 62,06 82,17
8175
OH O. OH
H H

OH OH 553

L-Ramnose

CH:20H

OH

— 9 108,5

OH
i H
H
Arab

Fig. 1.4. Representagio estrutural dos principais monossacarideos constituintes de PFCM. A estrutura do
polissacarideo mostra-se composta, predominantemente, por Ramnogalacturonanas tipo I. Os sinais
do espectro '"H-RMN e “C-RMN relativos aos grupos quimicos caracteristicos de cada composto
estdo evidenciados. GalA Me: Acido galacturénico metil esterificado; GalA: Acido galacturénico;

Arab: Arabinofuranose.
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Fig. 1.5. Espectro de RMN dos Polissacarideos de Passiflora edulis (PFCM) em D-0. (A) 'H — espectro RMN
(B) °C — espectro RMN.

A distribuicao de grupos metoxil em polissacarideos acidicos foi investigada por

. - . - 13
Westerlund et al (1991) e Catoire e al (1998) usando o padrao de regido da carbonila em “C
NMR. Os autores propuseram que as mudangas quimicas do carbono do grupo carbonila sdo

influenciadas por efeitos de residuos precedentes e proximos a vizinhanga. Triades de acido

54
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galacturonico nao-esterificado (U) e esterificado (E) como UEU, EEE ¢ UUU foram
identificadas em PFCM (o sublinhado denota o residuo observado). Tomando como
estimativa a divisdo da ressonancia da carbonila, triades de acidos totalmente esterificados
(EEE) possuem menor desiocamento quimico do que aqueles onde as unidades acidas nio-
esterificadas estdo presentes nas triades (UEU). Triades com apenas grupos nio-esterificados
sdo observadas nas regides de 6 175 ¢ 6177 (CATOIRE et «l, 1998). A Figura 1.5 mostra a
amplificacdo da regido de grupos carbonila de PFCM. Na regido & 171-172 podem ser
observados dois sinais bem definidos e um ombro em 6171.3, 6171.5 e 6171.7 representando
GalAMe nas triades EEE, UEE ¢ UEU, respectivamente, € o sinal na regiao entre 8 173.0-
175.7 devido as ressonéncias de regides ndo-esterificadas. A triade EEE ¢ mais intensa (43%)
do que UEE (35%) e UEU (22%) sugerindo uma alta quantidade de triades totalmente
esterificadas no polissacarideo estudado (NESTERLUND et al, 1991; CATOIRE et al, 1998).
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5 CONCLUSOES

Os dados de composi¢do, determinados por microanalise, ¢ espectroscopicos
obtidos para a fracdo de carboidratos PFCM, obtida da casca dos frutos de P. edulis na
auséncia de condicdes acidas e sob aquecimento, evidenciam um heteropolissacarideo de
natureza  péctica com  estrutura quimica composta  predominantemente — por
Ramnogalacturonana do tipo L

O Actcar majoritario em PFCM foi acido galacturdnico, o que sugere a natureza
péctica dos polissacarideos. Os aglcares neutros componentes da fracdo, e determinados por
cromatografia gasosa GC/MS foram arabinose (11,8%), glucose (11,8%), ramnose (10,6%),
manose (9,0%), galactose (6,1%) e pequenos teores de xilose (3,6%), fucose (1,6%) e ribose
(1,3%). A ocorréncia de arabinose ¢ ramnose dentre os agucares neutros individuais principais
em PFCM, além da presenca de galactose (6,1%), sugere a presenca de arabinanas, e/ou
arabinogalactanas como cadeias laterais do polissacarideo. Os valores de glicose (11,8%) e
dcido galacturénico (44,2%), encontrados em PFCM indicam que celulose e substincias
pécticas sdo os principais polissacarideos diferentes de amido presentes na fra¢do isolada

A fracdo polissacaridica obtida apresentou um baixo percentual de esterificacao
(26,2 + 0,8 mol%). Os valores de massa molar (6 x 10" g/mol) foram condizentes com o0s
encontrados em outras pectinas extraidas de Passiflora edulis em agua e em meios acidos, e

sob diferentes temperaturas (30 a 86 °C).



CAPITULO 11

Estudo dos efeitos antitumorais dos polissacarideos pécticos de Passiflora edulis fo.
flavicarpa O. Deg., Passilfloraceae em camundongos com sarcoma 180
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1. REFERENCIAL TEORICO

1.1 Cincer

O céncer é considerado a maior causa de morte no mundo. Estima-se que em 2008
o cancer tenha sido responsavel pela morte de 7,6 milhdes de pessoas e que 12,4 milhdes de
diferentes novos casos tenham surgido. Entre os homens os tipos de cancer mais incidentes
530 o de pulmio e de prdstata, enquanto que nas mulheres predominam o cancer de mama e o
de colo do ttero (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2008).

O surgimento de células cancerigenas envolve alteragdes no genoma capazes de
afetar genes envolvidos na apoptose e proliferagao celular. Ao serem afetados, esses genes
induzem um conjunto de alteragdes na fisiologia da célula que coletivamente promovem o
surgimento do fenétipo maligno (HANAHAN; WEINBERG, 2000). A aquisicdo dessas
alteracdes ocorre por meio de ciclos repetidos de mutagio e selecio de clones de células, onde
cada ganho em dire¢io a malignidade confere vantagem de um clone sobre os demais
(NOWELL, 1976).

Uma das caracteristicas adquiridas por células neoplasicas ¢ a capacidade de
evadir-se da apoptose. Esse processo de morte celular programada acontece naturalmente
quando o organismo tem interesse de eliminar células indesejadas (KER er a/, 1972), podendo
ser ativado por vérios sinais fisiologicos, 0s quais, uma vez iniciados, conduzem a uma série
de eventos que culminam na morte celular (TAYLOR ez al, 2008).

Uma das fungdes da apoptose € servir como mecanismo de protecao, impedindo
que células com danos no DNA se proliferem. A resisténcia a apoptose por células tumorais
pode ser adquirida de vérias maneiras, porém a mais comum ¢ através da inativacao do gene
supressor de tumor. o p33. A inativa¢do funcional de seu produto, a proteina p33 pode ser
observada em mais de 50% dos cinceres humanos e resulta na remocdo de um componente
chave na detecciio de danos no DNA capaz de induzir a cascata apoptotica (HARRIS, 1996).

Em um organismo saudavel, o controle da proliferacdo celular se dé atraves do
balanco entre os sinais estimulatérios (fatores de crescimento) e os sinais 1nibitorios. As
células cancerigenas devem driblar esses dois mecanismos de controle tornando-se insensiveis
aos fatores antiproliferativos, e simultaneamente auto-suficientes, em relagdo aos fatores de
crescimento. Essa auto-suficiéncia pode ser alcangada pela sintese inapropriada de fatores de
crescimento (estimulacdo autdcrina), expressdo inapropriada de receptores de fatores de

crescimento ou através da ativagio permanente de proteinas envolvidas nas vias de



59

sinalizacdo ativadas por mitégenos (BERTRAM, 2001). Provavelmente o gene mais estudado
capaz de conferir auto-suficiéncia de sinais estimulatorios é o ras. O seu produto ¢ uma
proteina de membrana que funciona como um transdutor de sinal atuando na diferenciagdo e
no estimulo a proliferacdo celular. O oncogene ras € 0 mais largamente ativado em canceres
humanos podendo alcancar uma incidéncia de até 90% em cancer no pancreas e de 50% em
cancer de colon (BOS, 1989).

A insensibilidade a fatores antiproliferativos ocorre principalmente atraves de
alteracdes no circuito de sinalizagio da proteina do retinoblastoma (pRb). A pRb
normalmente se encontra no estado ndo fosforilado em associagao com o fator de transcricao
E>F. Tal combinacio atua como um complexo de silenciamento (WEINTRAUB ¢t al, 1995).
Apés estimulagdo por mitogeno, o complexo ciclina D/cdk4 fosforila pRb na regiao C-
terminal promovendo a liberagdo do fator de transcri¢ao E2F. Uma vez liberado, o E2F
permite a transcri¢o de genes cruciais para a entrada no ciclo celular (BERTRAM, 2001).

Outra aquisi¢io importante das células tumorais ¢ a capacidade de proliferar-se
indefinidamente. A maioria das células animais possui um limite para o nimero de divisdes
celulares em funcio da incapacidade da enzima DNA polimerase de replicar completamente a
extremidade 3° da molécula de DNA (COUNTER et al, 1992). Consequientemente. a celula
perde progressivamente parte da extremidade final de seus cromossomos a cada replicacao.
Essa regido do cromossomo ¢ chamada de telomero e compoe-se de varias repeticdes de uma
seqiiéncia de seis pares de base. As células cancerigenas adquirem a capacidade de se
proliferarem indefinidamente através do aumento no nivel de expressio da enzima
telomerase, a qual adiciona nucleotideos avs telomeros (BRYAN: CECH, 1999).

As células cancerigenas, assim como as outras células do organismo demandam
quantidades adequadas de nutrientes ¢ oxigénio. Essa demanda ¢ suprida por meio dos
capilares sanguineos. Dessa forma, as células tumorais precisam adquirir a capacidade de
induzir a formacac de novos capilares ao seu redor. Esse processo ¢ chamado de angiogénese
¢ de modo analogo a proliferacdo celular, resulta do balango entre sinais estimulatérios e
inibitérios (BOUCK et al, 1996; HANAHAN; FOLKMAN, 1996).

Em um organismo saudavel, a falta de oxigénio em praticamente qualquer tipo de
célula causa um aumento na concentracio intracelular da forma ativa de gene de uma proteina
reguladora chamada fator I induzido por hipoxia (HIF-1). O HIF-1, por sua vez estimula a
transcricio do gene do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF). A proteina VEGF ¢
secretada, difunde-se através do tecido e atua sobre células endoteliais proximas. Em resposta,

as células endoteliais passam por uma série de mudangas que culminam na migragao celular ¢
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formacdo de novos vasos (BRUCE et af, 2002). Os tumores induzem a angiogénese no
momento em que aumentam a expressao de proteinas estimulatorias, como o VEGF e o FGF
(Fator de crescimento do fibroblasto) ou ainda ao diminuir a expressao de proteinas
inibitorias, como a trombospodina-1 e o interferon-p (SINGH er al, 1995; VOLPERT et al,
1997).

Por fim, as células cancerigenas devem ser capazes de deixar o tumor inicial e
estabelecer novas colonias em diferentes tecidos do organismo. Esse processo ¢ chamado de
metastase e ¢ responsavel por 90% das mortes causadas por cancer (SPORN, 1996). A
metastase ¢ provavelmente o aspecto mais temido € menos compreendido do cancer. Para
adquirir essa habilidade sdo essenciais a ativacao de proteases extracelulares e a alteracdo da
especificidade de ligacdo de proteinas envolvidas na adesdo celular, como as caderinas,
integrinas e cateninas (APLIN et al/, 1998).

A figura 2.1 resume as caracteristicas necessarias para que uma célula saudavel
adquira o fen6tipo maligno Todas essas caracteristicas adquiridas pelas células tumorias, a
evasdo da apoptose, a auto-suficiéncia em sinais de crescimento, a insensibilidade a sinais
inibidores de crescimento, a inducdo da angiogénese, a capacidade proliferativa ilimitada e a
metastase, representam diferentes alvos terapéuticos para combater o ciancer (HANAHAN:
WEINBERG, 2000).

As trés principais formas de tratamento para o cancer sdo a quimioterapia, a
radioterania e a cirurgia (ALMEIDA et «/, 2005). No entanto, tém-se tornado insatisfatorias
devido a seus diversos efeitos colaterais. A imunoterapia tem se destacado nos ultimos anos
devido ao seu potencial de ser especifica para tumores, em contraposi¢do aos métodos
convencionais (ABBAS et al, 2008). No estagio em que se encontra, porém, a imunoterapia
ndo € utilizada de modo isolado, mas em associagdo com ouiras formas de tratamento. As
imunoterapias podem ser divididas em ativas ¢ passivas. Os principais métodos utilizados na
imunoterapia ativa sdo a imunizacdo com células tumorais mortas ¢ antigenos tumorais
(vacinagdo) e a administracao de substancias que estimulam o sistema imunoldgico, como
citocinas ¢ polissacarideos modificadores da resposta biologica.

Nos ultimos anos, polissacarideos de origem natural tém sido descritos por sua
atividade antitumoral (LEUNG, er a/, 2006). Tais moléculas usualmente sao possuidoras de
baixa toxicidade e de poucos efeitos adversos, o que as torna adequadas para a imunoterapia
contra o cancer. As propriedades antitumorais dessas moléculas estdo geralmente relacionadas
a ativacao de macrdfagos e a modulagao do sistema complemento (CHIHARA, 1992: WANG

et al, 1997).
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favorecida

Fig. 2.1. llustragio esquematica mostrando as habilidades adquiridas pelas células
neoplasicas. (Adaptado de HANAHAN; WEINBERG, 2000).

1.2.  Polissacarideos como agentes imunomoduladores

Compostos capazes de interagir com o sistema imunoldgico regulando sua
atividade de modo positivo ou negativo podem ser classificados como imunomoduladores ou
modificadores da resposta biologica (LEUNG et al, 2006). Algumas vezes o mesmo
composto pode apresentar atividade imunossupressora ou imunoestimulante. O tipo de
atividade exibida pelo composto é influenciado por uma série de fatores, como a dose, via de
administragdo e seu mecanismo de a¢ao (TZIANABOS, 2000).

Polissacarideos imunomoduladores possuem origens variadas ¢ podem ser

encontrados em bactérias, fungos, algas e plantas (LEUNG et al, 2006). De acordo com a
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composi¢ao, existem trés grandes grupos de polissacarideos modificadores da resposta
biologicas: P-(1——3)-D-glucanas, o/B-(1—4)-mananas e os heteropolissacarideos com alto
grau de ramificacdo (LIU et al, 2006). As B-(1—3)-D-glucanas sido derivadas principalmente
da parede celular ou de reservas citoplasmaticas de fungos (DOMER et al, 1988;
BLASCHEK et al. 1992). As o/p-(1—4)-mananas sao derivadas majoritariamente da parede
celular de leveduras (GARNER; HUDSON, 1996) e os polissacarideos de composigao
heterogénea sdo caracteristicamente derivados de pectinas e exsudatos de plantas (GUO et al,
2000; YANEVA et al, 2002; EBRINGEROVA et al, 2003).

Em fungos, a maioria dos polissacarideos modificadores da resposta biologica €
de P-glucanas e «-mananas. (SCHEPETKIN; QUINN, 2006), enquanto as fontes mais
abundantes de polissacarideos imunomoduladores encontrados em bactérias sdo a parede
celular e a capsula bacteriana (LEUNG et a/, 2006). Os Polissacarideos capsulares, também
conhecidos como antigenos K sdo importantes fatores de viruléncia na patogénese de animais
e plantas (MOXON; KROLL, 1990). Em bacténias gram-negativas os lipopolissacarideos
(LPS) formam uma classe de potentes modificadores da resposta bioldgica.

Nos vegetais a maioria dos polissacarideos encontrados € relativamente ndo toxica
e apresenta poucos efeitos colaterais, ¢ qual é 0 maior problema associado a polissacarideos
imunomoduladores bacterianos € composto sintéticos. Esses dois fatores em conjunto tornam
os  polissacarideos  extraidos de plantas interessantes para terapia antitumoral e
munomodulatoria (OVODOV, 1998: SHERENESHEVA e «af, 1998). O uso desses
polissacarideos tem se mostrado bastante promissor particularmente na terapia anticincer
devido a mnsatisfacdao generalizada com as formas de tratamento tradicionais, como a radic ¢
quimioterapia. As formas tradicionais de tratamento, apesar de ainda serem as mais utilizadas
freqiientemente apresentam efeitos colaterais e toxicidade para as células saudaveis. O
crescimento de tumores esta intrinsecamente relacionado a imunodeficiéncia. Dessa forma, a
busca por substancias naturais capazes de potencializar o sistema imune tem se tornado alvo
de muitas pesquisas biomédicas (PRESTWICH er al, 2008).

Essas respostas bioldgicas promovidas pelos polissacarideos sao acionadas através
do reconhecimento desses polissacarideos por receptores especificos pertencentes ao sistema
imune inato. Esses receptores sdo conhecidos conjuntamente como receptores de
reconhecimento de padrao associados a patdogenos, e reconhecem estruturas moleculares
conservadas freqlientemente encontradas em um largo namero de microorganismos
(SCHAPETKIN: QUINN, 2006). Ao se ligarem aos seus respectivos ligantes, esses

receptores iniciam uma série de reacoes que culminam em diferentes tipos de respostas por
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parte das células do sistema imune. Existem diferentes tipos de receptores os quais os
polissacarideos podem se ligar, como os receptores do tipo Toll-like (TLR), receptores
scavenger (SR), receptores de B-glucanos, receptor do complemento tipo 3 (CR3), receptor de
manose, e lectina manose ligante (MBL) (LEUNG et al, 2006). Os mecanismos de agdo

envolvidos nas respostas aos polissacarideos estdo resumidos na figura 2.2.
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Fig. 2.2 Ativagdo de células do sistema imune por polissacarideos modificadores da resposta
biolégica. Setas continuas representam ativagdo e setas pontilhadas representam
supressao ou destruicdo (Adaptado de LEUNG et a/, 20006).

1.3. Plantas com atividade anticincer

Produtos derivados de plantas tém um longo registro de uso na terapia contra o
cancer. Em 2005, cerca de 60% dos agentes anticancer utilizados clinicamente eram derivados
de produtos naturais, incluindo as plantas (CRAGG; NEWMAN, 2005). Contudo, a utilizagao
de plantas medicinais ou de drogas desenvolvidas a partir de substancias extraidas de plantas
para essa terapia tem sido bastante difundida atualmente. Estudos recentes mostraram que
mais de 60% dos pacientes com cancer fazem uso de vitaminas e ervas medicinias como
terapia para a doenga (MADHURI; PANDEY, 2008). Mais de 50% de todas as drogas
modernas em uso clinico sdo de produtos naturais, muitos dos quais tém a habilidade de

controlar o desenvolvimento de células cancerosas (MADHURI; PANDEY, 2009).
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Um numero extenso de dados na literatura aborda a caracterizacio de diferentes
espécies de plantas com potencialidade na terapia do cancer. Estas plantas tém sido usadas
frente a varios tipos de tumores e cinceres como sarcomas, linfomas, carcinomas e leucemias.
Muitas destas plantas tém se mostrado efetivas experimentalmente em ensaios clinicos

(MADHURI; PANDEY, 2009).

Ja na década de 1990, a agdo antitumoral de produtos derivados de plantas foi
registrada contra diversas linhagens de células cancerosas em roedores e humanos (LIN er a/,
1996). Dentre as plantas que apresentam compostos com atividade anticancer ou com
atividade citotoxica contra células tumorais, destacam-se as espécies dos géneros
Catharanthus, Taxus, Camptotheca, Podophyllum, Colchicum, Salvia, Brucea, Rubia, ¢

Muytenus (ITOKAWA et al, 2008).

O taxol (paclitaxel), um diterpeno taxano extraido de Taxus brevifolia também
apresenta atividade antineoplasica ao interagir com a tubulina, impedindo a mitose. O
paclitaxel atua sobre o. equilibrio polimerizacao/despolimerizacdo das moléculas de tubulina,
promovendo a formacdo anormal dos feixes de microtibulos. Esse composto tem sido

particularmente importante contra o cancer de mama (ITOKAWA ef al, 2008).

No inicio da década de 1960 descobriu-se a camptotecina, um potente antitunoral
alcaldide pentaciclico isolado da planta nativa da China Campictheca acuminata (Nvssaceae)
(WALL et al, 1966). A camptotecina atua sobre a Topoisomerase | impedindo a replicagio do
DNA nas células. O Topotecan (Hycantin®) ¢ Irinotecan (Camptosar ), analogos da
Camptotecina sao comercializados atualmente pela inditria farmacéutica para o tratamento de

cancer de ovario e colon retal (SRIVASTAVA er al, 2005).

Plantas representantes do género Podophyllim (Berberidaceae), incluindo as
espécies americanas P. peltratum e a indiana P. emodi tém sido usadas com plantas
medicinais ha bastante tempo. A podofilina, uma resina obtida de um extrato alcodlico do
rizoma de Podophyllum e usada para tratar verrugas encontra-se listado na farmacopéia norte-
americana de 1820 a 1942. Em 1880, a podofilotoxina, um composto com atividade
antineoplasica foi isolado de P. peltratum, porém se mostrou extremamente toxico, o que
impediu seu uso direto na clinica. Extensas modificagdes na sua estrutura conduziram ao
desenvolvimento de duas drogas semi-sintéticas chamadas de etoposideo e tenoposideo. Esses
compostos tém como alvo a DNA topoisomerase II e sdo amplamente utilizados no

tratamento do cancer de pulmao, testiclular, linfomas e leucemias (ITOKAWA et al, 2008).
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Plantas medicinais possuem propriedades imunomodulatéria e antioxidante,
levando a atividade anticancer. Sdo conhecidas por sua versatilidade em estimular ambas as
imunidades especifica e ndo-especifica, além de possuidoras de varios compostos
fitoquimicos, os quais sdo dotados de elevada atividade antioxidante (PANDEY et al, 2006;
AGRAWALA et al, 2001). Essa propriedade pode prevenir tipos de céncer e outras doencas
uma vez que proporcionam protecdo as células contra danos causados por radicais livres e

compostos reativos de oxigénio (BALUNAS et al, 2006).

A inclusdo de plantas ricas em compostes antioxidantes como frutos, por
exemplo, na dieta, pode prover efeitos protetores a satde. Muitas substincias e compostos de
origem vegetal presentes na dieta humana tém sido identificadas como agentes
quimopreventivos e seu consumo regular pode prevenir o desenvolvimento de cancer
(FERRARI; TORRES, 2002; BALUNAS et al, 2006). Estudos tém demonstrado que
individuos vegetarianos estio menos ligados ao diagnostico de cancer. além de apresentarem
uma intensa func@io imune o que explicaria possivelmente, essa relativa protecdo contra a

doenca (MADHURY: PANDEY, 2008: ARMSTRONG et «/, 1981).
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2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Avaliar o potencial antitumoral in vitre da fracao polissacaridica PFCM contra
as linhagens celulares HL-60, HCT-8, MDA-MB435 ¢ SF-295.

o Avaliar o potencial antitumoral in vive da fracao polissacaridica PFCM em
camundongos (Mus musculus, linhagem Swiss) transplantados com tumor sarcoma 180.

° Avaliar o efleito da fracao polissacaridica PFCM por meio de exame

histopatoldgico, parametros hematoldgicos ¢ bioquimicos em camundongos com Sarcoma

180.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Atividade citotoxica in vitro

3.1.1. Obtencdo e manutencdo das linhagens celulares

O tipo histologico e a origem das células utilizadas no ensaio de citotoxicidade
estiio listados na tabela 2.1. Todas as linhagens sdo pertencentes ao Laboratdério de Oncologia
Experimental da Universidade Federal do Ceard.

As células foram cultivadas em meio RPMI 1640 complementado com 10% de
soro fetal bovino e 1% de antibioticos (penicilina/estreptomicina) em f{rascos plasticos para
cultura (750:11:, volume de 250 mL). A incubacgao das células foi feita em estufa a 37 °C com
atmosfera de 5% de COs e o crescimento celular, observado com o auxilio de um microscopio
de inversao a cada 24 horas. Quando necessario, as células eram repicadas em meio de cultura

fresco, em concentracao de (),5—1,0){106 células/mlL.

Tabela 2.1 — Linhagens de células tumorais utilizadas no ensaio de citotoxicidade in vitro

Linhagem Tipo Histolégico Origem
HL-60 Leucemia promielocitica Humano
HCT-8 Carcinoma de colon Humano
MDA-MB435 Carcinoma de mama Humano
SF-295 Carcinoma do sistema nervoso Humano

3.1.2. Ensaio do MTT

A citotoxicidade foi avaliada através do ensaio de MTT (MOSMANN, 1983).
Este ensaio pode ser utilizado para medir a citotoxicidade de um,composto ao quantificar de
mode indireto, por analise colorimétrica, o nimero de células vidvels expostas ao composto
de interesse em diferentes concentracdes. O ensaio do MTT se baseia na reducdo do sal
brometo de 3-(4,5-dimetltiazol-2-11)-2.5-difeniltetrazolio (MTT), um composto de cor
amarelo, a formazan, de coloracdo purpura, por enzimas mitocondriais presentes somente em

células metabolicamente ativas.

3.1.3. Procedimento Experimental
As células, em uma concentragdo de 3x10° células/mL, foram plaqueadas em
multiplacas de 96 pocos. O polissacarideo foi incubado durante 72 horas juntamente com a

suspensio de células em concentragdes variando de 0,5 a 100 pg/mL. A doxorrubeina foi
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utilizada como controle positivo. Apds a incubagio, as placas foram centrifugadas a 1.500
rpm por 15 minutos e o sobrenadante, descartado. Em seguida, cada cavidade recebeu 200 pL
de solucao MTT (0,5 mg/mL) e a placa foi reincubada por mais 3 horas em estufa a 37 °C ¢
5% de CO>. Uma nova centrifugacio foi realizada (3.000 rpm/10min), sendo o sobrenadante
descartado e o precipitado ressuspendido em 150 pL de solugao salina. A quantificagéo do sal
reduzido nas células foi deduzida a partir das absorbancias lidas no comprimento de onda de
550 nm, com o auxilio de espectrofotometro de placas, DTX 880 multimode detector,

Beckman Coulter.

3.2. Atividade antitumoral in vivo

3.2.1. Obtencgio e Manutengdo dos Animais

Camundongos fémeas (Mus musculus, linhagem Swiss) foram obtidos do Biotério
Central da Universidade Federal do Ceara e mantidos com livre acesso a agua e alimento (ad
{libitum). O modelo de tumor utilizado foi o Sarcoma 180.

O animal de manutengdo foi anestesiado com éter etilico e sacrificado por
deslocamento cervical. A transferéncia de tumor se deu por meio da coleta do liquido ascitico
da cavidade intraperitoneal, sendo preparada uma suspensdo de células com 5,0 mL de
solucdo Ringer lactato, 0,2 mL de gentamicina (5 mg/mL) e 0,5 de liquido ascitico para

posterior contagem de células.

3.2.2. Procedimento Experimental

Os animais foram divididos em 9 grupos, dos quais 8 foram inoculados com o
tumor sarcoma 180, Cada grupo era composto de 8 animais. Uma suspensdo de células na
concentracio de 2x10° células/0.5 mL foi injetada na regido axilar esquerda em cada animal
que compunham os 8 grupos submetidos & insercdo do tumor. Apos 24 horas o tratamento
com as substancias testes foi niciado, sendo mantido durante 7 dias consecutivos. A cada dia,
sempre no mesmo horario, cada grupo era inoculado com sua respectiva substancia e
concentracio (TABELA 2.2). Salina fisiologica foi empregada nos grupos controle negativo
(C-). enquanto 5-fluorouracil (5-FU) 25 mg/kg foi utilizado como quimioterapico padrdo nos
animais do grupo controle positivo (C+). As vias oral (v.0) e intraperitoneal (i.p) foram
utilizadas para administragao das substincias testes. PFCM foi testado nas doses de 10 mg/kg

e 25 mg/kg i.p, e por via oral nas doses de 50 mg/kg e 100 mg/kg.
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Apds 24 horas do término de tratamento, os animais foram sacrificados por meio
de deslocamento cervical. Tumores, rns. figado e bago foram retirados para pesagem e
analise histologica. O percentual de inibicdo do crescimento tumoral (IT) foi calculado pela
formula: IT (%) = [(A-B) /A] x100, onde A é a média dos pesos dos tumores no grupo
controle e B, a média de peso dos tumores nos animais tratados. Os dados foram comparados

por meio de analise de variancia (ANOVA) seguido do teste de Newman Keuls (p<0,05).

Tabela 2.2-Representacio dos grupos de animais utilizados de acordo com o tipo de
substancia teste, sua concentracio e via de administracio

GRUPOS SOLUCAO ADMlxllgil‘)lfAcAo

] Salina 0,9% (C-) Lp

2 Salina 0,9% (C-) V.0

Raifimaie 3 5-FU 25 mg/Kg/dia (C+) ip
transplantados com 4 5-FU 25 mg/Kg/dia (C+) Lp
tumor sareoma 150 5 PFCM 10 mg/Kg/dia ip
O PFCM 25 mg/Kg/dia Lp

7 PFCM 50 mg/Kg/dia V.0

8 PFCM 100 mg/Kg/dia V.0

Animais saudaveis 9 Salina 0,9% (C") Lp

3.3. Andlise morfologica e histopatologica

As analises morfologica e histopatoldgica foram realizadas a fim de avaliar um
possivel efeito toxico causado pela droga de interesse (PFCM). Para a analise histopatologica,
fol utilizada a técnica de coloracae por hematoxilina/eosina. que permite a visualizacio de
algumas estruturas celulares e, consequentemente a identificacao de possiveis alteracdes que

estejam ocorrendo na célula.

3.3.1. Procedimento experimental
O tumor e os orgdos figado, rins ¢ baco foram retirados e armazenados em formol

a 10% de concentragdo. Apods essa etapa, os orgios foram seccionados para preparacio das
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laminas. O material foi fixado em formol 10% por um periodo de 24 horas, em seguida
desparafinizado em xilol por 15 minutos. e desidratado em concentracdes crescentes de alcool
até 70%. Em seguida, as laminas foram lavadas com agua destilada até que todo o alcool

fosse removido e, seguidamente, coradas com hematoxilina 0,1%.
3.4. Determinacdo dos parametros hematolégicos e bioguimicos

A determinacdo dos parametros hematologicos teve por objetivo avaliar possiveis
alteracdes na contagem total e diferencial de leucocitos. A analise bioquimica consistin em
mensurar a concentracao sérica das enzimas AST (aspartato aminotrasnferase), ALT (alanina
aminotrasnferase) e de uréia. Tais enzimas podem ser consideradas como marcadores de

danos no figado, enquanto que a uréia esta relacionada a integridade da funcio renal.

3.4.1. Procedimento experimental

Vinte microlitros (20 pL) de sangue foram coletados e adicionados a 380 pL de
solucdo de Turk para contagem de leucocitos em camara de Newbauer. Para a analise
bioquimica foram utilizados kits da LABTEST", seguindo-se a metodologia descrita pelo

fabricante.
3.5. Analise Estatistica

As analises estatisticas empregadas neste trabalho foram realizadas em programa

GraphPad PRISM 5.04 for Windows. Os resultados foram expressos como média + erro
I p

padraio da média (EPM) utilizando ANOVA (Student-Newman-Keuls) para comparagoes

entre grupos distintos.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1.  Avaliacio do efeito antitumoral de PFCM in vive no modelo de Sarcoma 180

As propriedades antitumorais de PFCM foram investigadas in vitro e no modelo
de Sarcoma 180 in vivo. Como demonstrado para outros polissacarideos (SOUSA et al, 2007,
LINS et al. 2008; GONZAGA et al, 2009), PFCM néo foi capaz de inibir a proliferacio de
células cancerosas cultivadas in vitro nas concentracdes testadas (valores de 1Csy superiores a
100 pg/mL). 5-Fluorouracil, usado como controle positivo, mostrou valores de 1Csy variando
de 0,36 a 12,59 pg/mL para as linhagens HCT-8 e HL-60, respectivamente.

Por outro lado, uma reducédo significativa no peso do tumor foi observada nos
animais tratados com PFCM transplantados com Sarcoma 180 (p < 0.05). No oitavo dia de
experimento, enquanto o peso médio do tumor nos animais do grupo controle tratados com
salina fisiologica foi de 1,37 + 0.08 g, os grupos administrados intraperitonealmente com
PFCM (10 ¢ 25 mgkg) apresentaram inibiéées de 70,40 e 72,89%, respectivamente
(FIGURA 2.3-A). A administragao oral do polissacarideo (50 e 100 mg/kg) inibin o
crescimento do tumor em 40,59 and 48,73% (FIGURA 2.3-B). Redugodes de 67,65% foram
observadas para o grupo tratado com 5-FU.

Compostos originados de produtos naturais com potencial citotoxico para varios
tipos de tumores podem apresentar mecanismos de acdo diferentes podendo interagir
diretamente com o DNA, induzindo a apoptose, inibindo enzimas vitais para a célula, dentre
outras maneiras (MAYER: GUSTAFSON, 2004). A presenca de atividade antitumoral apenas
em modelos in vive € bastante comum em polissacarideos, entretanto existem casos em que 0
composto também apresenta citotoxicidade in vitro (KHAJURE; RATHOD, 2011). Medina et
al (2008) relataram a atividade citotoxica in vitro para o polissacarideo PSK, um
polissacarideo derivado do fungo Coriolus versicolor que apresenta um grande potencial
como adjuvante na terapia anticancer, com resultados positivos contra 0 cancer gastrico,

coloretal, de mama e de pulmao (SAKAMOTO et al, 2006; UEDA ¢t al, 2006).
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Fig. 2.3 - Efeito dos polissacarideos isolados de Passiflora edulis (PFCM) e 5-FU sobre o
desenvolvimento do tumor em animais transplantados com Sarcoma 180. O grafico mostra o
peso do tumor ¢ a inibi¢do do crescimento do tumor. A- grupos tratados intraperitonealmente
com PFCM (10 e 25 mg/kg/dia). B- grupos tratados oralmente com PFCM (50 e 100
mg/kg/dia) Os dados estdo apresentados como média = E.P.M para grupos de 8 a 16 animais.

*p < 0.05 comparado ao grupo salina por ANOV A seguido por Student—Newman—Keuls.



O padrio de atividade antitumoral observado em PFCM também foi descrito para
outros polissacarideos como os alginatos de Sargassum vulgare, polissacarideos sulfatados de
Champia feldmannii e um complexo polissacarideo-proteina de Agaricus blazei (SOUSA et
al, 2007; LINS et al, 2009; GONZAGA et al, 2009), além de pectinas e outros tipos de
polissacarideos de plantas (ZHANG ef al, 2011; SONG: DU, 2010) utilizando o mesmo
modelo. Tem sido sugerido que esta atividade esta relacionada com a modulagao do sistema
imune. Assim, os polissacarideos biocativos sao considerados modificadores da resposta
bioldgica, agindo através da ativacdo direta ou indireta de diferentes componentes do sistema
imune como macrdéfagos, linfocitos T, linfocitos B ¢ células natural killer (LEUNG er al,
2006). Os mecanismos envolvidos neste processo ndo estio completamente esclarecidos, mas
as respostas observadas em modelos animais incluem a inibigdo do crescimento de células
cancerosas, da angiogénese e da metastase (LEUNG et al, 2006; GLINSKY:; RAZ, 2009).
Também ¢ importante mencionar que o efeito de PFCM ¢ comparavel, ou até mesmo
superior, ao observado com outros polissacarideos usando o modelo de tumor Sarcoma 180
(GAN et al, 2004; LIU et al, 2006; SOUSA et al, 2007; LINS et al, 2009; GONZAGA ¢t al,
2009) (TABELA 2.3).

Tabela 2.3 - Efeito inibitorio do crescimento do tumor (Sarcoma 180) de diferentes
polissacarideos de acordo com a dose utilizada, origem e via de

administracio
Polissacarideo Dose Origem Via de Inibigao do Referéncia
administracao tumor (S180)
PECM 25 mg/Kg Passiflora edulis 1.p 74,3% Este trabalho
PFCM 100 mg/Kg Puassiflora edulis V.0 53,9% Este trabalho
LBP;, 10 mg/Kg Lyciwm barbarum V.0 43,0% GAN er al, 2004
Cf-PLS 25 mg/Kg Champia feldmaniii ip 48,6% LINS er al, 2009
-V 3,33 mg/kg Sargassum vulgare V.0 74 8% SOUSA, 2007
+V 3,33 my/kg Sargassum vulgare Lp 46,9% SOUSA, 2007
vV 3.33 mg/kg Sargassum vulgare V.0 88.,2% SOUSA, 2007
AC-0OS 100 mg/Kg  Antrodia camphoraia Lp 69.1% LIU er al, 2004
AC-0S 200 mg/Keg  Antrodia camphorata V.0 S8.8% LIU er af, 2004
AIOPA 100 mg/kg Inonoties obliguus V.0 65,74% ZHANG et al,
b
AIOPA 300 mg/kg [nonotus obliquus V.0 70,56% ZHA-I:T)(IEIGJ al,

2011




4.2.  Andalise dos pardmetros representativos de toxicidade

Um aspecto importante de tais estudos ¢ o perfil toxicolégico desses
polissacarideos. Em geral, o tratamento ¢ bem tolerado e os efeitos secundarios observaveis
sdo potencialmente reversiveis (LEUNG et af, 2006; SOUSA ef al, 2007; SOUSA et al, 2008;
LINS et al, 2009; GONZAGA et «f, 2009). Numa apreciacao preliminar nos animais
inoculados com Sarcoma 180, alteracdes morfologicas no figado, rim e baco foram avaliadas
baseado no peso e pardmetros histopatologicos apds tratamento com PFCM. Também,
alteracoes metabolicas basicas e hematologicas foram monitoradas incluindo os niveis de
ureia, alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST), além dos valores

de tipos celulares que possam evidenciar uma possivel imunomodulacao.

4.2.1. Peso dos Orgios

As analises realizadas nao evidenciaram alteracdes significativas no peso do
figade ou do rim nos animais tratados com PFCM independente da dose ou via de
administracdo em relacdo ao grupo nao inoculado com o tumer. Da mesma forma, os demais
grupos inoculados com células de Sarcoma 180, ndo apresentaram alteragdes no peso de tais
orgaos. Contudo, os pesos do bago foram significativamente aumentados nos animais com
tumor transplantado, quando comparados com o grupo saudavel (p <0,05). De fato, apds o
tratamento, o peso do baco nos animais tratados com PFCM mostrou-se significativamente
aumentado quando comparado com o grupo controle saudavel, bem como quando comparado

ao grupo tratado com 5-FU (p <0,05) (TABELA 2.4).

4.2.2. Avaliacdo Histopatolégica e Hematologica

A analise histopatologica dos tumores mostrou neoplasia maligna composta por
células poligonais exibindo pleomortismo celular ¢ nuclear. figuras de mitose, células
gigantes malignas, invasdo muscular ¢ areas de necrose de coagulacdo em todos os grupos
com Sarcoma [80. No grupo 5-FU observou-se nitida rarefacdo celular quando comparado

com os demais grupos (FIGURA 2.4).

Analises histopatologicas das amostras do tigado dos animais tratados com PFCM
mostraram a presenca de alteragdes como desorganizacdo dos cordoes de hepatocitos, necrose
focal de hepatocitos, hiperplasia das células de Kupffer e degeneracao hidropica de

hepatocitos, porém todas possiveis de reversdo. Além disso, o tecido intersticial foi
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preservado em todos os grupos tratados com a fra¢do polissacaridica (FIGURA 2.5), o que ¢
essencial para a regeneracdo do 6rgdao (CURRAN, 1990). Da mesma forma, a auséncia de
diferencas significativas nos niveis das enzimas hepaticas AST (aspartato aminotrasnferase) e
ALT (alanina aminotrasnferase) entre os amimais do grupo saudavel ¢ do grupo tratado com
PFCM., indica que o tratamento com a fracdo obtida de P. edulis amenizou a intensidade dos

efeitos do tumor nos animais (TABELA 2.5).

Tabela 2.4 - Efeitos da fracdo polissacaridica (PFCM) isolada de Passiflora edulis, e do
5-FU no peso dos orgiaos de camundongos injetados com Sarcoma 180 (2,0 x
10° células/animal s.c.)

Ticse Figado Baco (af 1%1611 |

Droga (mt:/ktr) (g/100g de peso  (g/100g de peso S pesg 0
o D A 4
corporeo) COTporeon) corporeo)

Camundongos
Saudaveis
Salina ' - 4,59+ 0,190 0,18 & 0,030 1,46 £ 0,050
Camundongos
transplantados com
tumor S180
Salina = 5,18 £ 0,188 0,63+.071¢ 1,17 £ 0,025
5-FU 25 (1.p.) 4,86+ 0,191 0,46 0,039 *° 1,19 + 0,041
PFCM 10 (i.p.) 4,70+ 0,190 0,66+ 0,030 *° 1,14+ 0,039
PFCM 25 (i.p.) 4,76 0,328 0,73+ 0,035 1,06 + 0,240
PFCM 50 (v.0.) 5,30+ 0,160 0,69+0,039*  1,08+0,045
PFCM 100 (v.0.) 5,20+ 0,140 0,60 0,034 ™ 1,16 +0,044

O tratamento toi iniciado um dia apos a implantacdo do tumor, sendo continuado por 7 dias
consecutivos. Os dados sdo representados como média = E.P.M. de 8 a 16 animais. a, {(p <
0.03) comparado com animais do grupo saudavel por (ANOVA) seguido por Student
Newman-Keuls. b, (p < 0.03) comparado com o grupo salina moculado com S180 por
(ANOVA) seguido de Student Newman Keuls. ¢, (p < 0.05) comparado com o grupo tratado
com 5-FU por (ANOVA) seguido por Student Newman-Keuls.

Por outro lado, os rins retirados dos animais inoculados com o tumor e tratados
com PFCM mostraram uma mudanga hidropica discreta e algumas areas de necrose do

epitélio tubular proximal (dose de 25 mg/kg), hemorragia glomerular e tubular (FIGURA
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2.6). Contudo, a estrutura dos glomérulos manteve-se essencialmente preservada, o que
sugere que estas alteracdes podem ser consideradas potencialmente reversiveis (OLSEN:
LEZ, 1994). Estes resultados estdo de acordo com os apresentados por Sousa et al (2007 e
2008) e por Lins et a/ (2009). Nenhuma mudanca significativa foi observada nos niveis de

uréia, um dos parametros relacionados a integridade da funcédo renal (TABELA 2.5).

Tabela 2.5 - Efeitos da fracfio polissacaridica (PFCM) isolada de Passiflora edulis, e do
5-FU nos parimetros bioquimicos sanguineos dos animais inoculados com
Sarcoma 180 (2,0 x 19° células/animal s.c.)

Droga Dose (mg/kg/dia) AST (UI/L) ALT (UI/L) Ureia (mg/dL)
w
o3 i
g E Salina 2 478+ 12,5 14,1+5,7 38,3+ 4,1
£3
<3
Salina . 55,6 + 10,5 17,3+ 8,0 45+ 6.1
5-FU 25 69,0 + 14,1 21+14,3 53+ 10,3
o
€ |PFCM 25 49,8 + 13,8 19,5+ 7.1 33,7 + 8,4
w
PFCM 50 64,0+ 12,5 21+ 6,4 39,0+ 5,8
PECM 100 61,0+ 15,2 22+94 30,6 +7,8

O tratamento foi iniciado um dia apoés a implantacdo do tumor em grupos de 8 a 16 animais, sendo
continuado por 7 dias consecutivos. Os dados sdo representados como média + E.P.M. de oito animais.

Em relacao ao baco, os animais inoculados com a células tumorais e tratados com
PFCM mostraram um aumento da polpa branca e do ninho de megacaridcitos (FIGURA 2.7).
aliado ao fato de o tratamento com os polissacarideos ter induzido um aumento significativo
no peso do Orgdo. Esses dados sugerem uma ativacdo imunclogica (LINS ef al, 2009). Além
disso, houve poucas alteracdes na estrutura celular do baco nos grupos tratados com PFCM,
sendo estas, ainda, reversiveis. Essas observacdes corroboram com os dadoes da literatura a
respeito da inoculagdo de tumores na experimentagio animal caracterizada por aumento na
quantidade de granulocitos e esplenomegalia (KODAMA et af, 1974; OKAWA et al, 1992;
SATO et al, 2005).
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Fig. 2.4- Microfotografias representativas dos cortes histologicos (400x) de tumores de
camundongos transplantados com tumor S 180. A-Grupo salina i.p e v.o. B-5-FU 25
mg/kg/dia. C- PFCM 10 mg/kg/dia-i.p. D- PFCM 25 mg/kg/dia-i.p. As laminas
foram coradas pela técnica H/E.
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Fig. 2.5- Microfotografias representativas dos cortes histologicos (400x) de figados de
camundongos transplantados com tumor S 180. A-Grupo salina. B-5-FU 25
mg/kg/dia. C- PFCM 10 mg/kg/dia-i.p D- PFCM 25 mg/kg/dia-i.p. E- PFCM 50
mg/kg/dia-v.0. F- PFCM 100 mg/kg/dia-v.o. As laminas foram coradas pela técnica
H/E.
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Fig. 2.6- Microfotografias representativas dos cortes histologicos (400x) de rins de
camundongos transplantados com tumor S 180. A-Grupo salina i.p e v.0o. B-5-FU
25 mg/kg/dia. C- PFCM 10 mg/kg/dia-i.p D- PFCM 25 mg/kg/dia-i.p. E- PFCM 50
mg/kg/dia-v.0. As laminas foram coradas pela técnica H/E.
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Fig. 2.7- Microfotografias representativas dos cortes histologicos (400x) de bagos de
camundongos transplantados com tumor S 180. A-Grupo salina i.p ¢ v.0. B-5-FU
25 mg/kg/dia. C- PFCM 10 mg/kg/dia-i.p. D- PFCM 25 mg/kg/dia-i.p. E- PFCM
50 mg/kg/dia-v.o. F- PFCM 100 mg/kg/dia-v.0. As laminas foram coradas pela
técnica H/E.
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Segundo Okawa et a/ (1992), a supressdo imunitaria observada em animais
portadores de tumor ¢ também em pacientes com cancer, geralmente ¢ causada pela
quimioterapia, como observado no presente trabalho para os animais transplantados com
Sarcoma 180 tratadados com 5-FU. Os animais transplantados com os tumores de Sarcoma
180 tratados com salina ¢ também os tratados com 5-FU mostraram diminui¢do significativa
(p <0,05) no numero total de leucdcitos circulantes quando comparados aos animais
saudéveis. O tratamento com PFCM influenciou positivamente o aumento do nimero de
leucécitos totais em todas as doses testadas atingindo niveis de normalidade (TABELA 2.6).
Em outras palavras, PFCM aumentou ainda mais a esplenomegalia induzida pelo tumor,
quando comparado aos grupos salina ¢ 5-FU, ao mesmo tempo em que induziu uma clevagao
no numero total de leucocitos circulantes em comparagdo aos demais grupos transplantados

com Sarcoma 180 diminuindo, assim, a leucopenia caracteristica da presenca do tumor.

Em relagio a contagem diferencial de leucocitos, houve uma diferenca
significativa (p <0,05) no percentual de linfécitos e neutréfilos periféricos nos animais
transplantados com Sarcoma 180 tratados com solugdo salina, e com 5-FU, quando
comparados a0 grupo normal saudavel. O 5-FU reduziu bastante o numero de neutrofilos e
mondcitos, fazendo com que o percentual linfocitario atingisse 92,9%. Além disso. 5-FU
reduziu o niimero de plaquetas, o qual se manteve inalterado nos grupos tratados com PFCM,
independente da dose utilizada e via de administracic (TABELA 2.6). Apesar de o
ratamento com PFCM também ter apresentado diferenca significativa em relagdo ao grupo
controle saudavel (p < 0,05), os grupos tratados intraperitonealmente (25 mg/kg) com os
polissacarideos apresentaram uma diferenca menos acentuada no percentual de cada tipo de
leucdcito quando comparados ao 5-FU, indicando uma melhor resposta do animal tratado com
PFCM frente aos efeitos do tumor do que o quimioterapico. Mais ainda, o tratamento com
PFCM administrado oralmente (50 e 100 mg/kg) normalizou o percentuai de linfocitos

periféricos no sangue (TABELA 2.6).
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Estes resultados indicam que a aciio de PFCM esta relacionada a um aumento dos
tipos celulares envolvidos no mecanismo de defesa preliminar do organismo. Um amplo
namero de polissacarideos de plantas t€m sido considerados como modificadores da resposta
bioldgica, sendo relatados por proporcionar respostas imunolégicas relacionadas a ativagdo do
sistema complemento, proliferagio de linfocitos e estimulacdo de macrofagos
(INNGJERDINGEN et al, 2007). Dentre essas moléculas biologicamente ativas, 0s
polissacarideos pécticos constituidos de arabinogalactanas sdo frequentemente registrados por
suas propriedades relacionadas ao sistema imune (PAULSEN, 2001; SAMUELSEN et al,
1998: KIM ef al. 2002; TAGUCHI et al, 2004; NERGARD et al, 2005; BRECKER et al,

2005). todos contendo quantidades significativas de arabinogalactanas.

As arabinogalactanas podem ser divididas em dois tipos estruturais:
arabinogalactanas tipo I (AG-I) e arabinogalactanas tipo 11 (AG-II). AG-I ¢ encontrada como
regides de ramificagdo em ramnogalacturonanas de pectinas complexas (VINCKEN et al,
2003). Pectinas de plantas também tém sido relatadas por seu efeito antitumoral in vivo além
de proporcionar ativagdo imunologica (INNGJERDINGEN, et al, 2005 e 2007; GLISNKY:
RAZ, 2009: AZEMAR et al, 2007), inclusive com perfis de agao semelhantes aos observados
para PFCM (ZHANG et al, 2011). No capitulo 1 deste trabalho relatou-se que PFCM ¢
constituida por uma regido de ramnogalacturonanas do tipo 1 (RG-1) com ramificacdes de
aclicares neutros representados principalmente, por arabinose ¢ galactose, 0 que sugere a
existéncia de arabinogalactanas como cadeias laterias do polissacarideo ¢ que corrobora com

os dados apresentados na literatura.
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5. CONCLUSOES

Demonstrou-se que a frag@o polissacaridica (PFCM) isolada de Passiflora edulis
ndo exibiu atividade citotdxica contra linhagens de células tumorais in vitro. Contudo, PFCM
possui efeitos antitumorais in vivo, amenizando sob alguns aspectos os eventos de toxicidade
do tumor como observado nas analises histopatoldgicas que revelaram alteragoes celulares em
alguns orgaos, porém, todas potencialmente reversiveis.

O padrao de acdo observado na atividade antitumoral de PFCM ¢ semelhante ao
de polissacarideos obtidos de outras fontes, inclusive substancias de natureza péctica, atraveés
da ativacdo do sistema imune. Assim, a atividade observada para PFCM pode estar

relacionada a propriedades imunoestimulantes.
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CAPITULO 111

Estudo das propriedades hipoglicemiante e hipolipidémica e da acfo anti-inflamatoria
dos polissacarideos pécticos de Passiflora edulis fo. flavicarpa O. Deg., Passifloraceae em
ratos diabéticos
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1. REFERENCIAL TEORICO

I.1.  Consideracées gerais sobre sindrome metabolica e diabetes mellitus

Devido a crescente incidéncia nos paises ocidentais, a sindrome metaboélica, uma
desordem metabdlica caracterizada por obesidade, hipertensao, dislipidemia e resisténcia a
insulina, ¢ considerada um dos mais importantes problemas de saude publica no mundo,
sendo considerada o maior fator de risco para o desenvolvimento de diabetes tipo 2, doenca
cardiovascular, e também alguns tipos de cancer (MEIGS, 2003: MEIGS er af, 2006; FORD
et al, 2004).

A patogénese desta sindrome € complexa e ainda nao totalmente compreendida.
Obesidade ¢ resisténcia a insulina, acompanhadas de alteracoes no perfil e concentracdo de
horménios e citocinas produzidos pelo tecido adiposo tém sido consideradas como possiveis
agentes causais (FRAYN, 2000). Nas ultimas duas décadas, tem-se considerado que
mudang¢as no estilo de vida podem funcionar como a terapia inicial para a prevencdo ¢
tratamento desta patologia. Dentre tais mudancas, as modificagdes nos habitos alimentares sdo
muito relevantes (GRUNDY er «f, 2005). A ingestdo de fibras representa uma maneira
interessante de tratamento para a sindrome metabolica, a partir de seus diversos cfeitos
fisiologicos, os quais estdo relacionados a sua estrutura e propriedades fisicas e quimicas
(DAVY: MELBY. 2003: DELZENNE: CANI, 2005). A partir dessas caracteristicas, os
diferentes tipos de fibra tém sido relatados per auxiliar no controle do peso corporeo e na
homeostase dos niveis glicémicos, lipidémicos ¢ de sensibilidade a insulina, além da
regulacdo de alguns marcadores e mediadores de inflamacao envolvidos no processo de
desenvolvimento da sindrome metabélica (QI er «l, 2006: DIETRICH:; JIALAL, 2005;
DANDONA et al, 1998; KING, 2005).

A busca por novos farmacos mais eficazes para o tratamento do diabetes ja
proporcionou o isolamento ¢ a caracterizagao de diversos compostos possuidores de acdo
hipoglicemiante (WANG; NG, 1999). Interessantemente, as fibras alimentares representam
um novo grupo de compostos dotados de atividade hipoglicémica em potencial. A acdo de
compostos de natureza glicidica sobre os niveis de glucose sanguineos tem sido bem relatada
(GOMATHY et al, 1990; GIACO et al, 2000; BENNETT et al. 20006).

Os disturbios no metabolismo decorrentes de doencas endocrinas refletem-se, na
maioria das vezes, na caréncia ou excesso de producao de hormoénios e no envolvimento de

enzimas e receptores especificos. Assim, a restauracao dos niveis hormonais normais e o



87

estudo da inibicio enzimatica, representam maneiras de promover a manutengdo da
homeostase metabolica em caso de patologias desta natureza (OLIVEIRA ef al, 1997).

O controle da glicemia sanguinea ¢ regulado através da acdo de horménios
pancreaticos, dentre os quais o glucagon e insulina, sendo esta o principal horménio
controlador do metabolismo intermediario, reduzindo de maneira aguda os niveis de glucose
plasmatica. Desse modo, sua secrecao diminuida ou uma reducio na sensibilidade a sua agdo
acarretam um aumento nos niveis de glucose (RANG et al, 2004).

Células B ou f secretoras de insulina e amilina: células A e D. secretoras de
glucagon e somatostatina, respectivamente, e cclulas PP. secretoras do peptidio pancreatico
sd0 os quatro tipos principais de células presentes nas ilhotas de Langerhans (RANG ef al,
2004).

A amilina ¢ um peptideo responsavel por retardar o esvaziamento gastrico ¢ capaz
de se opor a acdo da insulina por estimular a degradagao de glicogénio no musculo estriado. A
somatostatina funciona como fator de regulacio na liberagdo de insulina e glucagon, além de
inibir a liberacdo do horménio de crescimento pela hipofise. A secrecao de glucagon €
regulada a partir dos niveis de glucose e écidos graxos, sendo estimulada quando as
concentracdes dos mesmos estio baixas, enquanto um aumento em seus niveis promove uma
reducdo na liberagdo de glucagon pelas Células A no pancreas (RANG et al, 2004).

A insulina mostra acdes no metabolismo da glucose em diversos tecidos,
sobretudo no figado, onde inibe a degradagdo do glicogénio (glicogenolise) € a sintese de
glucose, a partir de fontes diversas dos carboidratos (gliconeogénese), além de estimular a
sintese de glicogénio mantido no figado. Seus efeitos no musculo e lipideos representam uma
maneira de conservar as fontes energéticas ao favorecer a captagiio e armazenamento da
glucose, dos aminoécidos ¢ dos lipidios, quando ingeridos. Quedas nos niveis de insulina no
plasma promovem um aumento na glicemia, causando o diabetes mellitus, um distarbio
metabélico crénico caracterizado por niveis elevados de glucose no sangue (RANG er al.
2004,

O diabetes mellitus ¢ considerado uma sindrome caracterizada por alterar a
homeostase do organismo, por distirbios metabolicos dos carboidratos, e capaz de envolver o
metabolismo de proteinas ¢ lipidios (NEGRI, 2005). A doenga compreende sintomas tais
como sede ¢ fome excessivas, fraqueza muscular, perda de peso e elevagdo do nivel de
glucose no sangue (SAID ef al. 2002: GODOY, 2000; BERNE; GENUTH, 2000; ROBBINS
et al. 1991). O sintoma da sede intensa, acompanhado por desidratagao e ingestao aumentada

de liquidos (polidipsia) em diabetes estd relacionado a perda de agua e metabolitos
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intracelulares, que altera o estado normal dos osmorreceptores dos centros da sede no cérebro.
O excesso de acticar nao utilizado traz como conseqiiéncia a falta de fornecimento de energia
nas células, originando os sintomas de fraqueza e perda de peso (NEGRI, 2005: COTRAN,
1996). Ocorre um aumento na degrada¢do e uma diminuicio na sintese de proteinas. A
cetoacidose desenvolve-se devido a degradacéo acelerada das gorduras em acetil-CoA que, na
auséncia de metabolismo acrobico de carboidratos, ¢ convertida em acetoacetato e f3-
hidroxibutirato (provocando acidose) ¢ cetona (RANG et al, 2004).

Outras manifestacdes sintomaticas citadas em referéncia ao diabetes sado
parestesias, distrbios visuais e no aparelho geniturinario, disfuncdo erétil ¢ diminuicao da
libido (OLIVEIRA; MILECH, 2004). O diabetes também parece estar associado a alteragoes
na cognigdo. Estudos examinando a incidéncia de deméncia em pessoas com diabetes mellitis
revelaram um maior grau de representatividade em diabéticos do que em pessoas sem a
doenca. Este alto risco inclui tanto a doenca de Alzheimer quanto casos de deméncia vascular
(BIESSELS et al, 2006).

A hiperglicemia, um aspecto caracteristico do diabetes, ¢ resultado da destrui¢do
das células B nas ilhotas de Langerhans. acarretando a redugao parcial ou total da secre¢ao de
insulina, ou mesmo devido a uma maior resisténcia fisiologica a acdo deste hormonio
(DANEMAN, 2006) ¢ na liberacio descontrolada de glucose pelo figado, além de uma baixa
captagio do agtcar pelo musculo esquelético e reduzida sintese de glicogénio (RANG e af,
2004). A hiperglicemia cronica esta associada a lesdo, disfuncao e faléncia de varios orgaos,
especialmente olhos, rins, nervos, coragdo e vasos sanguineos (PEREIRA et al, 2006).

Um dos efeitos causados pela auséncia de insulina ¢ o conseqiliente aumento de
glucose no sangue é a alteragdo nos niveis das lipoproteinas plasmaticas, as quais sao
dependentes da acdo de insulina. No diabetes, a deficiéncia no controle da hiperglicemia esta
associada a alteracdes dos triglicérides, diminui¢dao do HDL e, em alguns casos, aumento no
LDL, contribuindo para o desenvolvimento de doengas coronarianas (STONE, 2008).
Pacientes diabéticos estio mais sujeitos as doencas cardiovasculares prematuras. O aumento
do colesterol esta associado ao crescimento do risco de problema vascular, o qual se mostra
mais pronunciado em individuos diabéticos do que em ndo diabéticos. A hipertrigliceridemia
observada no diabetes mellitus, esta relacionada aos baixos niveis de HDL decorrentes da

hiperglicemia caracteristica da doenca (BETTERIDGE, 1996).



1.2.  Tipos de diabetes

O diabetes é reconhecido sob dois tipos: tipo 1, também chamado de tipo insulino-
dependente ou tipo juvenil, e tipo 2 ou tipo nao insulino-dependente. Kuzuya (2002) sugere
uma nova classificacdo baseada na etiologia da doenca. Ele utiliza conceitos de estagios
clinicos. desde a normalidade, passando a uma diminuigdo de tolerancia a glucose, ¢ glicemia
de jejum alterada, até o desenvolvimento e diagnostico propriamente ditos. Sendo, portanto,
climinados os termos insulino-dependente e insulino-ndo-dependente. No entanto, utilizar-se-
4 aqui a primeira proposta de classificagao.

O diabetes tipo 1 é condicionado pela destruicio das células [ no pancreas,
provocando uma deficiéncia parcial ou mesmo total na liberag@o de insulina. Representa de
5%-10% dos casos totais. Em geral, os diabéticos tipo 1 sdo jovens e ndo-obesos quando na
primeira manifestacdo dos sintomas. Embora menos incidente que o tipo 2, é uma séria
desordem cronica com importantes conseqiiéncias a longo prazo. Apresenta um forte
componente genético, que torna aumentada a susceptibilidade de alguns individuos ¢ uma
predisposicio hereditaria, com incidéncia 10 vezes maior em parentes de primeiro grau de um
caso original (DANEMAN, 2006; RANG et al, 2004).

Sdo identificadas duas subformas: tipo 1A, resultante do ataque as células B,
mediado por células autoimunes, ¢ o tipo 1B, o qual € menos fregiiente, € com causas ainda
nic esclarecidas, ocorrendo mais comumente em individuos asiaticos e descendentes de
africanos, 0s quais mostram variagdes nos niveis de deficiéncia de insulina entre episodios
esporadicos de cetoacidose (DANEMAN, 2006). Os pacientes acometidos com diabetes tipo 1
fazem uso diario de insulina para manter sob controle os niveis glicémicos. Em caso da nao
administracio do horménio, acabam morrendo com cetoacidose diabética (RANG et al,
2004). O diabetes tipo 2 representa um grupo heterogéneo de desordens assinaladas pela
resisténeia & insulina e diminuicdo da secrecdo do horménio (REES: ALCOLADO, 2005).
Frequentemente, pacientes acometidos pelo tipo 2 sao obesos. com um nimero maior de casos
da doenca na fase adulta e um aumento progressivo na incidéncia em relacao ao aumento da
idade a medida que ocorre um declinio da fun¢ao das células 3 (RANG ez al, 2004).

A hiperglicemia pds-prandial é a primeira anormalidade metabdlica em diabéticos
tipo 2 ¢ também representa um importante fator na predigao do inicio de complicacdes
macrovascular e microvascular, que contribuem para o progresso dos sintomas no diabetes

mellitus (RATNER, 2001).
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O diagnéstico do diabetes baseia-se nas alteragoes de glucose plasmatica de jejum
(8-12 h) ou apés uma sobrecarga de 75 g de glucose por via oral, com medicdes apos duas
horas (teste oral de tolerdncia a glucose - TOTG) e nos niveis de glucose plasmatica casual
(PEREIRA et al, 2006). Os valores dos nivels de glucose plasmatica de jejum, de tolerancia
a0 acticar e de medida casual em pessoas normais e diabéticas estao descritos na Tabela 3.1.
Para individuos normais, os niveis de glucose plasmatica devem ser mantidos regulados em
uma faixa compreendida entre 60 ¢ 110 mg/dL. Valores acima de 126 mg/dL representam
riscos da doenca e preconizam o inicio de acompanhamento adequado. A primeira
manifestacao de intolerancia a carboidratos em humanos ¢ uma insuficiéncia na secrec¢do de
insulina com consequente deficiéncia na utilizagdo de glucose. A identificacdo real nos niveis
elevados de glucose plasmatica, em combinagdo com a hemoglobina glicada, ¢ a predigao
mais acurada de anormalidade metabdlica em pacientes com diabetes tipo 2 (RATNER,

2001).

1.3.  Diabetes e Inflamagio

Alguns estudos tém procurado analisar o envolvimento da inflamacdo em diabetes
tipo 1 ¢ tipo 2 e suas complicagdes vasculares. Discute-se que mediadores da inflamacao estdao
associados com o desenvolvimento da doenga, interferindo nos aspectos de resisténcia a
insulina (YUDKIN et al, 1999). O fator de necrose tumoral, TNF-¢, uma ciocina pro-
inflamatoria, ¢ capaz de influenciar o metabolismo de lipideos e de glucose, inibindo a acdo
da insulina e o funcionamento das células beta pancreaticas, disparando os processos de
inflamacio agudo e cronico (PICKUP, 2004). Relatou-se que pacientes com diagnostico da
doenca apresentaram valores significativamente altos de proteinas relacionadas & fase aguda
da inflamacdo, além de agentes pro-inflamatorios, quando comparados com pacientes sadios
(TEMELKOVA-KUKTSCHIEV et al, 2002). Zozulinsk et @/ (2006) citam um estudo do
Diabetes Control and Complications Trial (DCCT) em diabetes tipo 1 e do United Kingdom
Prospective Study (UKPDS) em diabetes tipo 2, 0s quais mostram claramente. que o intensivo
controle da hiperglicemia pode reduzir a emergéncia e progressao de retinopatias, neuropatias
e nefropatias.

Chiarelli ¢f «f (1999) demonstraram que produtos derivados de glucose a partir de
alteracdes nos padroes de glicosilagdo, tem um importante envolvimento na resposta
inflamatoria. Além de aumentar a adesdo de leucécitos, geram estresse oxidativo e induzem a

expressdo de genes inflamatorios, incluindo mRNAs para interleucina-6 (IL-6) ¢ TNF- .



podendo iniciar ateroesclerose em diabéticos. Esses compostos derivados de glucose também
desencadeiam uma intensificacdo nos efeitos da hiperglicemia no sangue.

A alteragio no padrio de glicosilacdo de proteinas relacionadas a inflamacao fol
também avaliada por Higai er al (2003). Neste trabalho os autores estudaram
comparativamente, a glicosilacdo da glicoproteina w;-acida (AGP), cujos niveis séricos
tornam-se bastante elevados em pacientes com inflamagdo e céncer, em grupos de pacientes
normais acometidos por inflamagao aguda e em pacientes diabéticos. A alteracao da glicana
conjugada 2 AGP sofreu monitoramento através de interagdes de afinidade com lectinas
(proteinas que reconhecem ¢ se ligam reversivelmente a carboidratos e glicoconjugados)
visualizada por ensaios imunoquimicos através do reconhecimento especifico da proteina
ligante. Os resultados obtidos demonstraram que pacientes diabéticos nao exibem alteracdes
no padrio de glicosilagio em AGP considerados como especificos a doenca. Os autores
afirmam que, por ser uma patologia sistémica, as alteragdes nas glicanas da glicoproteina em

diabéticos sdo similares aos individuos com inflamagdo aguda.

TABELA 3.1-Valores de glucose plasmatica (mg/dL) nos quadros normal e diabético

Categoria Jejum TOTG 75g-2h Casual

Normal <110 <140

Glucose plasmatica de jejum alterada =110 ¢ <126

Tolerancia a glucose diminuida <126 =140 e <200
Diabetes mellitus >126 >200 >200 com sintomas

Fonte: PEREIRA et al, 2006

Virios marcadores da fase aguda da inflamagédo tém sido relatados por estarem
aumentados em diabetes tipo 1. Mais ainda, mostrou-se que a interleucina-6. uma citocina
pré-inflamatéria que se mostra elevada em diabetes tipo 2, tem seus niveis aumentados em
virtude de eventos de hiperglicemia. A proteina C-reativa ¢ um marcador da fase aguda da
inflamacio que esta associado com inflamagdo sistémica sendo relatados aumentos de sua
concentracao em individuos com doenga cardiovascular, e valores elevados foram relatados

para adultos jovens com diabetes tipo 1 (SNELL-BERGEON et a/, 2010).
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A hiperglicemia pode levar a producao de proteinas pro-inflamatorias como as
citocinas, na medida em que provoca danos as células endoteliais. A injuria endotelial causada
pelos elevados niveis de agucar sanguineo aumenta a formagao de radicais livres, provocando
uma queda na produgdo de oxido nitrico, associada a uma disfungdo endotelial detectada em
pacientes diabéticos (NISHIKAWA er al, 2006).

A disfuncdo endotelial também esta relacionada com hipercolesterolemia e
obesidade abdominal. Considera-se o excesso de tecido adiposo fator de risco para o
desenvolvimento de resisténcia & insulina (WU: WU, 2006). Sob esse aspecto. tem-se
observado um aumento do quadro de obesidade em diabéticos tipo 1 e tipo 2, em especial em
adultos jovens, em diversas na¢des (SNELL-BERGON et a/, 2010; LIESE et a/, 2010).

O tecido adiposo tem uma representatividade significativa no processo
inflamatdrio. Em individuos obesos, esse tipo de tecido contém macrofagos ativados que
juntamente com os adipocitos secretam mediadores de inflamagdo como o proprio TNF-a.
que podem contribuir para a resisténcia a insulina (GOLDBERG, 2009).

A obesidade esta associada a uma resposta inflamatoria cronica caracterizada pela
producdo anormal de adipocinas e ativacdo de alguns-sinalizadores pro-inflamatorios que
resultam na inducéo de varios marcadores de inflamacéo no diabetes tipo 2 (BASTARD e¢r al,
2002: SARTIPY: LOSKUTOFF, 2003). Na tltima década fortaleceu-se a evidéncia de que a
obesidade e o concomitante desenvolvimento de inflamacdo sao os maiores responsaveis pela
resisténcia a insulina (BASTARD er al, 2006). Estudos em humanos obesos e com resisténcia
a insulina revelam uma associacdo clara entre a ativagdo cronica de citocinas pro-
inflamatorias e a diminuicio da sensibilidade a este hormoénio. Por exemplo, niveis elevados
do fator de necrose tumoral (TNF-u). interleucina-6 e interleucina-8 (IL-8) tém sido todos
eles, relatados em varios estados de diabetes e resisténcia a insulina (STRACZKOWSKI er a/,
2002: SARTIPY et al, 2003; LUCA; OLEFSKY. 2008; SHOELSON et al. 2007; KING,
2008).

O processo inflamatorio pode, ainda, estar intimamente relacionado aos eventos
de diminuicdo da sensibilidade a insulina em diabéticos (LUCA: OLEFSKY, 2008). A
interacio direta de sinalizagao de insulina com vias inflamatérias pode ser observada na
Figura 3.1. A via PI3K/AKT ¢ referente ao processo de sinalizacdo da insulina sobre o
metabolismo de nutrientes, inclusive captagao intracelular de glucose. A via Ras/MAPK
mediada pela agdo do horménio tem relagdo com a expressdo de genes, mas tamb¢ém, interage
com a via PI3/AKT para controlar o crescimento e a diferenciacdo celular. A ativagdo do

receptor de insulina leva a fosforilagio no residuo de tirosina de IRS1 iniciando desse modo, a
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transducdo do sinal. Estimulagdo das vias inflamatérias mediadas pelas proteinas NFjB e AP-
| resultam da ativagdo de serinas quinases como Ikkb e Jnkl, as quase reduzem a habilidade
de TRS1. Reguladores negativos adicionais das proteins IRS-1 incluem as proteinas Socs € 0

6xido nitrico (NO) que sdo induzidas na inflamagdo, ¢ promovem a degradagdo de IRS
(LUCA; OLEFSKY, 2008).

1.4.  Formas de Tratamento do Diabetes Mellitus

A insulina é considerada essencial para o tratamento do diabetes tipo 1. Este
requer injegdes diarias do horménio, com o intuito de prevenir os disturbios metabolicos
causadores de cetoacidose e morte. A insulina, por ser degradada no trato digestorio, ¢
administrada de forma parenteral, mais comumente por via subcutanea, embora possa também

ser administrada de maneira intravenosa, intranasal (HINCHCLIFFE; ILLUM, 1999), ou até
mesmo intramuscular (RANG et al, 2004).
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Fig. 3.1. Mecanismos de sinalizagdo da insulina e relagao com vias de inflamagdo (Fonte:
LUCA; OLEFSKY, 2008).



No diabetes tipo 2 ocorre uma diminui¢io da sensibilidade dos tecidos-alvo ao
efeito da insulina (OLIVEIRA:; MILECH, 2004). Esse tipo da doenca ocorre mais
frequentemente em pessoas com idade a partir de 40 anos e esta relacionada a obesidade.
Diversos estudos tém sugerido mecanismos de controle do indice glicémico como meio de
reduzir a incidéncia e severidade das complica¢des cronicas (SHINKAY, 1999). De forma
mais simplificada, dietas e exercicios correspondem ao ponto de partida para o tratamento
(IGNARRO er al, 2007; GANNON e NUTTALL, 2006). Contudo, os medicamentos
hipoglicemiantes tornam-se comumente necessarios e a utilizacdo de insulina também ¢
importante, em alguns casos, além de mudancas nos padroes de alimentagdo ¢ atividade fisica
(KOSKI, 2006).

As quatro principais classes de agentes hipoglicemiantes orais sido as
sulfoniluréias, as biguanidas, inibidores de o-glucosidase e as tiazolidinodionas, todas
avaliadas quanto a seus mecanismos de acdo, efeitos sobre lipideos, interacdes com farmacos,
doses e custos (KOSKI, 2006).

As sulfoniluréias reduzem o nivel de glucose plasmatica primarnamente por
aumentarem a ]ibera@ﬁo de insulina a partir do estimulo as células B do pancreas. Assim.
elevam os niveis plasmaticos de insulina, causando hipoglicemia. Entretanto, ndo exibem
efeito significativo sobre os lipidios (KOSKI, 2006).

A metformina € o unico tfarmaco da classe das biguanidas atualmente disponivel.
Seu mecanismo primario consiste em uma diminuicdo dos niveis de glucose, a partir da
diminuicdo da gliconeogénese no figado, além de aumentar a sensibilidade a msulina em
tecidos periféricos e diminuir a absor¢io de glucose no intestino. A metformina também
demonstrou ter efeito sobre os lipidios, diminumdo os niveis de LDL e triglicéndes sem,
contudo, afetar significativamente os niveis de HDL (KOSKI, 2006).

Os inibidores de o-glucosidase sao drogas que interferem na absorcdo dos
carboidratos pelas células intestinais. Seu efeito consiste na reducdo, primeiramente. dos
niveis de glucose pds-prandial no plasma, atuando como competidores e inibidores reversivels
de u-glucosidase e u-amilase impedindo, assim, o fornecimento de glucose, a partir da quebra
enzimatica de polissacarideos complexos (KOSKI, 2006).

As tiazolidinodionas aumentam a sensibilidade dos tecidos muscular e adiposo a
insulina. Também diminuem a producdo de glucose hepatica e sdo potentes e seletivos
agonistas dos receptores vy nucleares, que regulam a transcricdo de genes envolvidos no

controle da producao, transporte e utilizacic de glucose (KOSKI, 2006).



95

Outros agentes hipoglicemiantes orais em desenvolvimento para o tratamento de
paciente diabéticos tipo 2 incluem drogas inibidoras de certas enzimas responsaveis pela
ativacio de glucoquinases, promovendo uma reducdo da glucose pés-prandial (KOSKI,
2006).

Contudo. dos medicamentos correntemente usados na pratica clinica, nenhum ¢
capaz de restaurar com sucesso 0s niveis normais de glicemia em muitos pacientes. Ou, por
outro lado, tornam-se falhos no decorrer de algum tempo. Mais ainda, o uso continuo de
drogas sintéticas antidiabéticas pode causar efeitos colaterais e toxicidade (ZHANG et al,
2006). Assim, a busca por drogas antidiabéticas naturais e ndo-toxicas faz-se necessaria para o

tratamento da doenca.

1.5.  Modelos Animais em Diabetes Mellitus

Modelos animais sdo, extensivamente, empregados na pesquisa do diabetes
mellitus. Na década de 1880, a utilizagdo de caes para observar-se a absor¢ao de gordura pelo
intestino culminou em uma das mais importantes descobertas para o tratamento ¢
entendimento do diabetes. A remocio do pancreas do animal ocasionou o desenvolvimento de
politria e polidpsia e o conseqiiente diagnostico do diabetes. Tais estudos utilizando um cao
pancreatectomizado confirmaram o envolvimento central do pancreas na homeostase da
clicemia e possibilitaram a descoberta e purificacio da insulina em 1920 (BLISS, 2000 citado

por REES; ALCOLADO, 2005).

Uma das maneiras mais diretas de estudar a hiperglicemia em animais € atraves da
remocio parcial ou total do pancreas. Em geral, ratos ¢ camundongos pancreatectomizados
sio mais comumente utilizados. No entanto, existe uma maior critica a0 uso desses animais,
uma vez que podem ndo refletir adequadamente a situacdo em humanos, 0 que justifica 0 uso
de outros animais como caes, gatos, porcos ¢ primatas (REES; ALCOLADO, 2005). Por
outro lado, as influéneias genéticas em roedores nao representam um fator agravante, a
exemplo do que ocorre em humanos, nos quais se torna dificil ou até mesmo impossivel de se
controlar, e sdo amenizadas pelos estudos nas muitas geragdes surgidas em um curto intervalo

de tempo (FARIAS, 1997).

Outros métodos que nio empregam procedimentos cirGrgicos para a remogao do

pancreas também sdo amplamente utilizados. Esses modelos incluem a administragao de
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toxinas como estreptozotocina e aloxano, além de outros agentes conhecidos por produzir

diabetes em modelos experimentais (REES; ALCOLADO, 2005).

Ambos. estreptozotocina e o aloxano, sdo toxinas capazes de destruir as células 3
do pancreas, causando hiperglicemia. A administracdo destas em  ratos, coelhos ¢
camundongos € amplamente reconhecida como causadora de um estado similar ao observado
nos pacientes diabéticos tipos 1 e 2, os quais apresentam, aléem de hiperglicemia, polidpsia,
polifagia, politria, bem como baixos niveis de insulina, sendo capazes de sobreviver por

meses (RERUP; TARDING. 1969; LUNDQUIST: RERUP. 1969).

A estreptozotocina ¢ um  glicosideo nitrosourea isolado de Streptomyces
achromogenes, com amplo espectro antibiotico ¢ com atividade antineoplasica. E um
poderoso agente capaz de interferir na funcdo da proteina de transporte de glucose na
membrana celular, na glucoquinase, e na indugdo de multiplas quebras no DNA (REES:
ALCOLADO, 2005). A estreptozotocina estimula a producao de radicais livres que levam a
destruicdo das células p (NEGRI, 2005). Uma tnica dose da toxina pode produzir diabetes em
roedores, possivelmente como resultade de efeitos toxicos diretos. Desse modo, utiliza-se a
estreptozotocina em pequenas doses durante intervalos de 5 dias, o que induz o inicio da
destruicdo imune das células B. assim come em humanos com diabetes tipo 1 (REES:

ALCOLADO, 2005).

O aloxano ¢ uma toxina derivada da pirimidina, com alta seletividade, podendo
lesionar as células p pancredticas em diversos sitios. incluindo a glucoquinase ¢ © DNA.
através da liberaciio de radicais livres, assim como a estreptozotocina (DUNN: MC LETCHIE,
1943). Uma desvantagem em relagio ao uso de aloxano em modelos experimentais de
diabetes ¢ sua instabilidade quimica, metabolismo rapido e fatores como idade e dieta, que
dificultam estabelecer uma relacio clara entre as doses de aloxano e sua concentracao efetiva

no pancreas (NEGRL 2003).

Outro modelo bastante usado na experimentagdo do diabetes ¢ o de glicostria. A
florizina ¢ um flavonoide de ocorréncia natural capaz de se ligar aos transportadores
Na/glucose no tibulo renal proximal, quando injetada por via subcutanes, inibindo a

reabsor¢io de glucose (REES: ALCOLADO, 2005).
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1.6.  Plantas com Atividade Hipoglicemiante

Dentre as diversas atividades e propriedades biologicas detectadas em
componentes de plantas, aquelas de efeito hipoglicemiante sdo objeto de amiplas discussoes e
analises nos altimos anos. A pressdo exercida pelo diabetes, considerado uma entre as dez
maiores causas de morte nos paises ocidentais (NEGRIL, 2005), motivou diversos
pesquisadores e organizagoes de carater publico a investir na procura por novas drogas, mais
efetivas, capazes de amenizar os efeitos da doenca.

Encontra-se na literatura cientifica um grande nimero de compostos originados de
plantas em relagdo as suas atividades hipoglicémicas. Dentre esses compostos sdo citados
flavondides, xantonas, triterpenos, alcaldides, glicosideos, derivados de acido aminobutirico,
guanidinas, polissacarideos ¢ peptideos. Outros com atividade hipocolesterolémica incluem -
carotenos. licopenos. [-sitosterol, sitostanol, saponinas, proteinas, fibras alimentars,
propionatos, para citar aleuns (WANG; NG, 1999).

A espécie Agrimonia eupatoria, uma planta tipica da Europa e utilizada
tradicionalmente como antidiabética, teve seus efeitos redutores da hiperglicemia
demonstrados por Gray: Flatt (1998), que evidenciaram também a sua capacidade de
estimular a secrecio de insulina e aumentar a absor¢ao de glucose no musculo.

Viana ef al (2004) demonstraram a atividade hipoglicemiante de Cissus sicvoides,
uma planta medicinal popularmente usada no tratamento de diversas doencas. Extratos
aquosos das folhas reduziram de forma significativa, os niveis de glucose em ratos diabéticos.

Extratos aquosos ¢ metanolicos de Bryophvilum pinnatum e Hvpoxis
hemerocallidea causaram significativa hipoglicemia em ratos e camundongos normais e
diabéticos (OJEWOLE, 2006). Extratos metanolicos de Barleria lupulina administrados por
via oral, exibiram significativa acao hipoglicémica em ratos (MURUGESAN et al, 2005).
Efeitos similares foram observados em Cuvperus rotundus (RAUT: GAIKWAD, 2006),
Ihervillea sonorac (ALARCON-AGUILAR et al, 2005), Annona squamosa (GUPTA et al,
2003), Thea sinensis (MIURA er al, 2005), Psidium guajava (OH et al, 2005}, Murrava
koenigii (KESARI et al. 2005) ¢ Fernonia colorata (SY et al, 2005).

Recentemente, um estudo com trés espécies de plantas medicinais (Murrava
koenigii, Psidium guajava, ¢ Catharanthus roseus) demonstrou a propriedade antidiabética de
extratos das folhas em ratos com diabetes induzido por estreptozotocina. Além de alterar
positivamente as manifestacoes do quadro diabético, os efeitos foram semelhantes ao da droga

padrdo glibenclamida (PRASAD et «f, 2009). Wadkar er al, (2008) ressaltam que o
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isolamento e a identificacdo dos constituintes ativos de plantas com acdo antidiabética sao
importantes para elucidar o mecanismo da atividade observada.

Muitas espécies de plantas sdo usadas etmofarmacologicamente  e/ou
experimentalmente para o tratamento dos sintomas de diabetes mellitus. O estudo com essas
diferentes espécies de plantas medicinais pode favorecer o desenvolvimento de novas drogas
de acdo terapéutica contra a doenca (BNOUHAM et al, 2006).

Na medicina chinesa 82 plantas medicinais tém seu uso na terapia de diabetes
mellitus (L1 et al, 2004). Grover et al (2002) analisaram um total de 45 espécies de plantas
tidas como eficazes no tratamento de diabetes na medicina tradicional da India, todas
exibindo graus distintos de atividade hipoglicémica, com destaque para 24 espécies, as quais
se mostraram bastante efetivas.

No México, Hernandez-Galicia et a/ (2002) realizaram um estudo sobre plantas da
regiao empregadas no tratamento de diabetes mellitus. Segundo esses autores, existem cerca
de 269 diferentes espécies de plantas usadas empiricamente no controle da hiperglicemia,
sendo Asteraceae ¢ Leguminosae as duas familias com maior representatividade de espécies,
seguidas de Cactaceae, Euphorbiaceae, Rubiaceae, Solonaceae, Cucurbitaceae e Rosaceae.

Alguns trabalhos relatam inclusive, qual, dentre os diversos compostos existentes,
¢ o principio ative responsavel pela atividade hipoglicemiante detectada. Um diterpeno
denominado trans-dehidrocrotonina foi isolado da planta Croton cajucara por Silva et al
(2001). Os autores evidenciaram experimentalmente, a capacidade do composto de reduzir 0s
niveis de glucose sanguinea, bem como os de triglicérides em ratos diabéticos tratados com
streptozotocina (STZ), com decréscimos de 56%-61% nos indices glicémicos num periodo de
24 2 72 h, enquanto os niveis de triglicérides foram reduzidos em 37%.

Os estudos em plantas com atividades potenciais para o tratamento de distirbios
metabolicos caracteristicos do diabetes mellitus abrangem mais de 725 géneros em 183
familias (NEGRI, 2003). Sdo pesquisas que demonstram a variedade de componentes de
plantas terapeuticamente importantes, como possivels agentes hipoglicemiantes.

Trabalhos mais recentes relatando a descoberta de novas fontes de biomoléculas
com agio terapéutica sobre os sintomas do diabetes mellitus evidenciam a importancia € 0
desenvolvimento da pesquisa em relagdo a esse aspecto (AHMED et al, 2010; AMRANI et al,
2009: MOMOH e al, 2011; EDEM, 2009; RADHIKA et af, 2010

Outros estudos mostram os efeitos hipoglicémicos de substincias de natureza
glicidica. Polissacarideos extraidos das sementes de Artemisia sphaerocephala diminuiram os

niveis de glucose ¢ triglicérides de ratos diabéticos (ZHANG et al, 2006). Polissacarideos
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hidrossoluveis e substiancias pécticas sao relatados por sua acdo antidiabética em ratos (LI et
al, 2009; HWANG: YUN, 2010; ZOU et al, 2010 ).

O mecanismo de a¢do pelo qual os componentes derivados de plantas baixam os
nivels de glucose no sangue pode ser representado por alguns fatores como: aumento na
liberacdo de insulina pela estimulacao das células B no pancreas: resisténcia aos horméonios
que aumentam os niveis de glucose: aumento do numero e da sensibilidade do sitio receptor
de msulina; diminuicdo da perda de glicogénio: aumento do uso de glucose nos tecidos:
eliminac@o de radicais livres e correcio de desordens metabdlicas em lipidios e proteinas
(NEGRI, 2005).

Outra maneira pela qual os produtos derivados de plantas podem atuar,
diminuindo os niveis de glucose e outros pardmetros bioquimicos no sangue, como o proprio
colesterol (FUKUSHIMA et al, 2001; KIM: SHIN, 1998), ¢ através da reducdo da absorcio
desses elementos durante o processo de digestdo. E o caso de alguns carboidratos complexos,
indigeriveis pelo trato digést(’)rio humano, capazes de formar associacdes com outras
moléculas orgénicas, as quais se ligam, dificultando ou mesmo impedindo sua absorcio,
propercionando ocasionalmente, efeitos fisiologicos benéficos no organismo (SLAVIN,

2003).
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2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

® Avaliar o efeito de PFCM sobre os pardmetros bioquimicos do sangue {glucose.
triglicérides, colesterol total e das transaminases AST e ALT) em ratos diabéticos:

2 Avaliar o efeito de PFCM no edema de pata induzido por carragenina em ratos, € no
teste da formalina em camundongos para investigar possivel acdo anti-inflamatoria:

® Auvaliar o efeito de PFCM sobre a secregio de Mieloperoxidase (MPO) por neutroflios
humanos in vitro;

° Avaliar o efeito de PFCM sobre o processo inflamatorio atraveés da deteccdo por
imunohistoquimica dos mediadores TNF-alfa e iNOS em tecidos submetidos & indugdo de

mflamacao.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Reagentes

Aloxano monohidratado e carragenina foram obtidos da Sigma Aldrich, St Louis,
(U.S.A). Glibenclamida, da Aventis Brasileiro Ltda. (Goiania, GO), e metformina, da Merck
Sharp & Dohme (Campinas, SP). Indometacina foi adquirida da Novafarma (Brasil). Os Kits
enzimaticos para determinacio dos pardmetros bioquimicos do sangue foram obtidos da
Labtest Diagndstica S.A (Lagoa Santa, MG). Os demais reagentes foram de grau analitico,

obtidos comercialmente.

3.2, Animais

Foram utilizados ratos machos (180-250 g) albinos da linhagem Wistar, e
camundongos Swiss fémeas (20-30 g) provenientes do Biotério Central da Universidade
Federal do Ceara, sendo mantidos sob condicdes padrao de desenvolvimento (22 £ 1 °C.
umidade 60 + 5%, ciclo de luz de 12 h/12 h), com livre acesso a dieta comercial ¢ dgua ad

libitim.

3.3. Testes bioguimicos do sangue e atividade antidiabética em ratos

O diabetes foi induzido por administracio intravenosa de aloxano (40 mgkg)
apos anestesia com éter etilico. Quarenta e oito horas ap6s a aplicacao de aloxano os animais
foram pesados ¢ submetidos & coleta de 1 mL de sangue pelo plexo orbital. O soro foi
separado por centrifugacdo a 3.500 rpm por 10 min ¢ imediatamente usado para determinacao
dos parametros bioquimicos (glicemia, colesterol total, triglicéndes e transaminases
hepaticas).

Apenas animais apresentando valores de glicemia iguais ou superiores a 200
mg/dL foram utilizados para o tratamento através da administracdo oral diaria com a solucéao
de polissacarideos da casca do maracuja (PFCM. doses de 0,5 a 100 mg/kg) ou glibenclamida
(Gli 5 mg/kg) ou metformina (Met 50 mg/kg) ou volumes equivalentes de dgua destilada no
grupo controle diabético, durante 5 dias. Cada grupo (6 a 13 ratos) teve o tratamento seguido
nas mesmas condicdes. Uma hora apods a Gltima administragdo, os animais foram novamente

pesados e o sangue coletado para novos testes bioquimicos.
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Grupos de animais foram utilizados em um teste de modo a avaliar uma possivel
propriedade preventiva de PFCM ao quadre diabético. Foi empregado um grupo controle
(dgua destilada); um grupo submetido ao teste preventivo, que consistiu no Pré-tratamento
com o polissacarideo (50 mg/kg, v.0.) durante 5 dias antes da injecdo intravenosa de aloxano
(40 mg/kg): e um grupo submetido ao tratamento convencional com PFCM (sem tratamento
prévio). Quarenta e oito horas apos a inducao do diabetes, os animais tiveram dosados 0s
valores plasmaticos de glucose, triglicérides, colesterol total, ALT e AST, conforme citado
anteriormente. A partir desse periodo, os grupos referentes ao tratamento com PFCM foram
submetidos a administracdo diaria da amostra (50 mg/kg, v.0.) durante cinco dias. Ao final
deste periodo, procedeu-se a uma nova determinacdo dos pardmetros bioquimicos
supracitados. A analise estatistica consistiu na comparacao entre os grupos do teste preventivo
(PFCM-Prev) com os grupos de tratamento convencional (PFCM-N) nas mesmas doses (50
mg/kg) antes e ao final do tratamento.

Valores de referéncia para ratos quanto acs parametros analisados estao mostrados

na Tabela 3.2.

Tabela 3.2-Valores de referéncia dos parimetros bioquimicos sanguineos determinados
em ratos norimais

Parimetro Valor de referéncia (mg/dL)
Glucose 63,3-864
Colesterol total 51,1 =715
Triglicérides 42,9 —64.4
AST 72.6—-105,8
ALT 19.7—-31,7

Fonte: Viana et af, (2004).

3.3.1. Determinacdo dos niveis de glicose

A concentragdo de glucose plasmatica foi determinada através de ensaios
enzimaticos conforme orientagdes do fabricante (Labtest Brasil). Sob ac¢ao da enzima glucose
oxidase, a reacio com o substrato da amostra produz peroxido de hidrogénio em presenca de
oxigénio. Esse radical, na presenca de fenol e de 4-aminoantipirina, sofre a acdo da
peroxidase com a liberacio de um composto de cor réseo-avermelhada (quinonimina) com

maximao de absor¢io a 505 nm.
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No ensaio, 1 mL do reagente enzimatico foi adicionado a 0,01 mL do sore. Apos
homogeneizagao, a mistura foi colocada em banho-maria a 37 °C por 15 min. Em seguida, a

amostra foi lida em espectrofotdmetro a 505 nm.

3.3.2. Determinacio dos niveis de triglicérides

A determinacdo das concentragdes de triglicérides (TG) seguiu as mesmas
orientacdes citadas para glucose e colesterol. Neste caso, foi empregada a enzima lipase
lipoprotéica para hidrolise dos triglicérides na amostra produzindo glicerol livre. o qual ¢
fosforilado pela glicerol quinase e o produto da reagdo sofrendo a agao da glicerol-P-oxidase
que, na presenca de oxigénio produz peroxido de hidrogénio que na presenga de fenol e de 4-
aminoantipirina, sofre a agdo da peroxidase com a liberacao de um composto de cor roseo-
avermelhada (quinonimina) com maximo de absor¢ao a 500 nm.

No ensaio, 1 mL do reagente de trabalho foi adicionado a 0,01 mL do soro. Apds
homogeneizacio, a mistura foi colocada em banho-maria a 37 °C por 10 min. Em seguida, a

amostra foi lida em espectrofotometro a 500 nm.

3.3.3. Determinacio dos niveis de colesterol total

As concentracdes de colesterol total (CT) plasmatico foram determinadas atraveés
de ensaios enzimaticos conforme orientacdes do fabricante (Labtest Brasil).

Esteres de colesterol da amostra sao hidrolisados pela colesterol esterase com a
liberacdo do colesterol livre, o qual na presenca da colesterol oxidase e oxigénio produz
peroxido de hidrogénio que na presenga de fenol e de 4-aminoantipirina, sofre a acdo da
peroxidase com a liberacdo de um composto de cor roseo-avermelhada (quinonimina) com
maximo de absor¢ao a 500 nm.

No ensaio. 1 mL do reagente de trabalho foi adicionado a 0,01 mL do soro. Apos
homogeneizacio, a mistura foi colocada em banho-maria a 37 °C por 10 min. Em seguida, a

amostra foi lida em espectrofotémetro a 500 nm.

3.3.4. Determinacdo dos valores das transaminases (ALT / AST)

As dosagens das transaminases glutamica pirtvica ou alanina transaminase (ALT)
e glutaimica oxalacética ou aspartato transaminase (AST) nas amostras de sangue foram
determinadas através de ensaios enzimaticos conforme orientagdes do fabricante (Labtest
Brasil). Essas enzimas catalisam a transferéncia de grupamentos amina e alfa aminoacidos

para alfa acetoacidos.
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A AST $ produzida pelo figado e liberada no sangue quando em momentos de
lesao hepatica. Portanto, sua mensuragdo no sangue ¢ il para indicacdo de hepatotoxicidade.
Essa enzima catalisa especificamente, a transferéncia do grupo amina da alanina para o
cetoglutarato formando glutamato e piruvato. A concentragdo deste ¢ proporcional a atividade
enzimatica. e medida através da formacao de suas hidrazonas, intensamente coradas em meio
alcalino.

No ensaio, solucio de 0,2M de L-alanina, 0,002 M alfa-cetoglutarato, tampao
fosfato 0,1 M a pH 7.0 foram utilizados como substrato e adicionados a ALT em banho-maria
a 37 °C. Em seguida, foi adicionado 0,1 mL de soro homogeneizado e incubado a 37 *C por
trinta minutos. Posteriormente, foram adicionados 0,5 mL do reagente de cor (solu¢do de 2,4
dinitrofenilhidrazina 0,001 M), mantidos em repouso por 20 minutos a temperatura ambiente
(25-30 °C). As absorbancias foram lidas a 505 nm.

A mensuracio de ALT, do mesmo modo que a AST, ¢ 1til na indicacao de lesoes
hepaticas, além de ser liberada na corrente sanguinea quando ha injuria em outros orgaos
como cérebro e musculos. A ALT catalisa a transferéncia de grupos amina do aspartato para o
cetoglutarato, com a formacdo de glutamato e oxalacetato, o qual tem sua concentracdo
proporcional a atividade enzimatica, ¢ medida atraves da formacdo de suas hidrazonas,
intensamente coradas em meio alcalino.

No ensaio, solucdo de 0.2 M de L-aspartato, 0.002 M alfa-cetoglutarato, tampao
fosfato 0,1 M a pH 7.0 foram utilizados como substrato ¢ adicionados a AST em banho-maria
a 37 °C. Em seguida. adicionou-se 0,1 mL de soro homogeneizado ¢ incubado a 37 °C por
trinta minutos. Posteriormente, foram adicionados 0.5 mL do reagente de cor (solugao de 2.4
dinitrofenilhidrazina 0.001 M), mantidos em repouso por 20 min a temperatura ambiente (25-
30 °C). Em seguida, foram adicionados 5 mL de solu¢ao de hidroxido de sodio 0.4 M. As

absorbancias foram lidas a 505 nm.
3.4. Edema de pata induzido por carragenina em ratos

Devido a relacdo entre inflamagio ¢ diabetes, a avaliagdo da atividade
anitinflamatéria de PFCM foi conduzida através de um modelo experimental in vivo. O
modelo de edema de pata induzido por carragenina (Cg) foi realizado segundo o metodo
descrito por Winter et al (1962). As patas direitas traseiras dos animais tiveram seus volumes

medidos (mL) por meio de pletismografo da Ugo Basile (Italia).
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Os antmais toram tratados por via oral (v.0) com PFCM (doses de 5 e 10 mg/kg)
ou volumes de 10 mL/kg de agua destilada nos grupos controle negativo, enquanto o grupo
controle positivo foi tratado com 20 mg/Kg (v.0.) de indometacina. Sessenta minutos apos
administracdo, 0s animais receberam uma injecdo intraplantar de 0,1 mL de uma solucao de
Cg a 1% p/v. como agente indutor de uma inflamacio aguda. O volume das patas direitas foi
medido antes da inje¢do do agente inflamatorio (V) e nos periodos de 1, 2, 3 ¢ 4 h apos a
injecao (V). O volume do edema (Vi) foi determinado para todos os grupos, pela diferenca
entre o volume final (Vi) € o volume inicial (V) das patas, nos periodos de tempo

determinados.

3.5. Edema de pata induzido por formalina em camundongos

Esse teste foi realizado segundo o método descrito por Dubuisson e Dennis (1977)
e modificado por Hunskaar et a/ (1985). Foram utilizados camundongos Swiss fémeas,
pesando entre 20 e 30 g, os quais foram submetidos a uma injecdo subplantar de 40 uL de
formalina 1% (v/v), na pata traseira direita. O tempo gasto pelo animal lambendo a pata foi
registrado durante dois periodos apos a injecdo de formalina: 0-5 minutos (fase inicial ou
primeira fase) ¢ de 20-25 min (fase tardia on segunda fase). O teste foi realizado
temperatura de 25 °C na auséncia de fatores estressantes, como sons, odores e alta
luminosidade.

Os animais foram tratados por via intraperitoneal (i.p) ou por via oral (v.0) com
PFCM (doses de 10, 25, 50 e 100 mg/kg) ou volumes de 10 mL/kg de agua destilada nos
grupos controle negativo, enquanto o grupo controle positivo foi tratado com morfina (5

mg/Kg, 1.p.).

3.6. Histologia ¢ andlise imunohistoquimica para TNF-alfa e iNOS na pata com edema
induzide por carragenina

Cortes histologicos de secgdes (10 um) da pata submetida a inducdo de
inflamagao por carragenina foram analisados pela téenica de coloragdo por hematoxilina e
eosina (HE). Os animais foram tratados com agua destilada, PFCM (10 mg/kg, v.0.) ou
indometacina (10 mgkg, v.o.). Uma hora apos tratamento, foi injetada a solucdo de
carragenina 1% na pata direita traseira. Trés horas apds, os animais foram sacrificados e as

secgOes do edema foram imersas em formol 10% por 24h, seguida por desidratagdo em



solucdo de etanol 70% para impregnacdo com parafina e seccdo. Em seguida, as seccdes
foram desparafinizadas. desidratadas em xilo! e etanol, e imersas em tampdo citrato 0,1M pH
6,0 sob aquecimento em microondas por 18 minutos para recuperagdo antigénica. Em seguida,
os cortes foram mantidos em temperatura ambiente para resfriamento, lavados com solucao de
tampao fosfato (PBS), seguidos por 15 minutos de bloqueio a peroxidase endégena com
solucao de peroxido de hidrogénio a 3%. Para deteccao do fator de necrose tumoral (TNF-
alfa) e Oxido sintase induzida (iNOS), as secgdes foram incubadas overnight a 4 °C com
anticorpos primarios de coelho (anti-TNF-alfa ou anti-INOS) com dilui¢oes de 1:200 ou 1:400
em PBS com a presenca de BSA. No dia seguinte, as seccoes foram lavadas com PBS e
incubadas por 30 minutos com o anticorpo secundaric de coelho ligado a biotina (anti-IgG) na
diluicdao de 1:200 em PBS-BSA. Apos lavagem em PBS, as secgdes foram incubadas por 30
minutos com estreptavidina complexada a peroxidase (ABC Vectastain® complex, Vector
Laboratoérios, Burlingame, CA, USA). Apos lavagem com PBS as seccdes foram coradas com
o cromotoro 3, 3' diaminobenzidina peroxido, contra-coradas com hematoxilina, desidratadas

e montadas em laminas de microscopia para analise.

3.7. Efeito de PFCM sobre a secrec¢io de mieloperoxidase (MPO) por neutréfilos humanos
in vitro

Seguindo o método de Lucisano ¢ Mantovani (1984). 2,5 x 10° leucécitos
humanos foram suspensos em solugdo de Hanks equilibrada com calcio ¢ magnésio. As
preparacdes continham predominantemente, neutrofilos (85,0 £ 2,8%), e a viabilidade celular,
determinada pelo teste do azul de tripan, fo1 de 97.7 = 0,94%. As células foram incubadas
com PFCM (0.1 a 100 pg/mL) por 15 minutos a 37 °C e. entdo. estimulada pela adi¢ao de
acetato forbol mirstato (PMA, 0.1 pg/mL) por 15 minutos a 37 "C. A suspensao foi
centrifugada por 10 minutos a 2.000 x g a 4 °C. Aliquotas de 50 ul. do sobrenadante foram
adicionadas a solucdo salina tamponada (100 pL). tampao fosfato (50 uL, pH 7.0) ¢ H20>
(0.012 %). Apos 5 minutos a 37 °C. 3.37. 5.5 -tetrametilbenzidina (TMB, 1.5 mM, 20 puL) foi
adicionado e a reagdo foi parada com 30ul de acetato de sédio (1.5 M, pH 3.0). A

absorbancia foi determinada a 620 nm.
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3.8. Andlise estatistica

As analises estatisticas empregadas neste trabalho foram realizadas em programa
GraphPad PRISM 5.04 for Windows. Os resultados foram expressos como meédia + erro
padriao da média (EPM) utilizando ANOVA (Student-Newman-Keuls e Dunett’s como post
hoc test) para comparagdes entre grupos distintos ¢ teste ¢ pareado para compara¢do com o
mesmo grupo antes e apos tratamentos. A significancia foi considerada quando a

possibilidade de ocorréncia da hipotese nula foi igual ou inferior a 5% (p < 0,05).
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4. RESULTADOS

4.1.  Efeitos de PFCM nos pardametros bioquimicos do sangue (glucose, triglicérides,
colesterol total, ALT ¢ AST) em ratos diabéticos.

Amostras do polissacarideo de P. edulis foram testadas para avaliagdo de seus
efeitos sobre os niveis de glucose, colesterol, triglicérides e das transaminases hepaticas
aspartato transaminase (AST) ¢ alanina transaminase (ALT) em ratos diabéticos. PFCM foi
administrado nas doses de 0,5 a 100 mg/kg (v.0.).

Quarenta ¢ oito horas apos a injecdo de aloxano ¢ ao final dos cinco dias de
tratamento nenhuma alteracdo nos niveis de glucose plasmatica foi observada no grupo
controle diabético tratado com agua destilada (351,3 + 25,17 e 375,8 + 22,3 mg/dL,
respectivamente). Exceto nos animais tratados com a dose de 0,5 mg/kg, os grupos diabéticos
administrados com 2, 10 e 25 mg/kg de PFCM durante cinco dias exibiram uma significativa
reduc@o nos niveis séricos de glucose (59, 46 e 65%, respectivamente: D = pds-tratamento)
quando comparado ao mesmo grupo antes do tratamento (A) iniciado 48 h apds a
administracéo de aloxano (FIGURA 3.2). Doses mais elevadas foram empregadas de modo a
avaliar a possivel relagdo dose resposta. Foram observadas redugoes de 50 ¢ 59% para as
doses de 50 ¢ 100 mg/kg, respectivamente. Contudo, nenhuma diferenca significativa fora
evidenciada entre todas as doses empregadas quando comparados os valores obtidos em cada
grupo antes e 2o final do quinto dia de administracdo. Glibenclamida (5 mg/kg) e metformina
(50 mg/kg), usadas como drogas de referéncia, reduziram em 79 e 72% os niveis glicémicos,
respectivamente (FIGURA 3.2).

Enquanto nenhuma modificacdo nos niveis de triglicérides plasmaticos foi
observada no grupo diabético ndo tratado (A = 2529 + 443 e D = 225.8 + 17,4), alteragdes
significativas foram evidenciadas nos grupos tratados com PFCM em todas as doses avaliadas
com reducdes que variaram de 32 a 46% (0,5 a 25 mg/kg). As doses de 50 ¢ 100 mg/kg de
PFFM reduziram significativamente a concentracdo de triglicérides em 65 e 74%,
respectivamente. Ambas as drogas de referéncia (Gli 5 e Met 50 mg/kg) reduziram os niveis
de triglicérides, respectivamente, em 55 ¢ 51% (FIGURA 3.3).

Os dados relativos aos valores de colestero! total nos animais diabéticos estdo
representados na Figura 3.4. PFCM ndo alterou signiticativamente os niveis plasmaticos nas
doses de 0,5, 2, 10 e 25 mg/kg (A = 76,22 £2.8 ¢ D = 77,93+£5.26: A = 101,9£7.1 e D =
73,67£13,15; A = 91,05£7,7 ¢ D = 84,6+6,7: A = 8428£857 ¢ D = 89,65+8,67,

respectivamente) quando comparado o mesmo grupo antes e apos o tratamento. Entretanto,
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houve redugdo nos valores dos grupos diabéticos tratados com as duas maiores doses (50 e
100 mg/kg) com reducdes de 25 e 43%, respectivamente. Reducdes significativas foram
também observadas nos grupos tratados com glibenclamida (44%). mas ndo com a
metformina (A = 70,57£11,53 ¢ D = 52,3443,52). Nao houve alteractes significativas nos
animais do grupo controle, tratades com agua destilada (A = 78,84 + 39 e D =73 £ 2.8).
Quanto aos niveis das transaminases, exceto para reducdes nos niveis de ALT nos
grupos tratados com PFCM 10 e 25 mg/kg (53 e 34%, respectivamente), nenhum outro efeito
foi demonstrado (FIGURA 3.5). Redugdes de 21 e 26% foram observadas para os niveis de
AST nas mesmas doses. Os niveis de ALT e AST nao foram alterados pela administragio de
PFCM com as doses mais altas (50 mg/kg, A = 55,67 = 3,77 ¢ D = 67,66 = 6,07; 100 mg/kg,
A =06£12,22 ¢ D = 53%2.9). Glibenclamida (5 mg/kg) e Metformina (50 mg/kg) diminuiram
significativamente os niveis de ALT (45 e 39%, respectivamente), sem, contudo, reduzir os

valores de AST (FIGURA 3.6).
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Fig. 3.2. Efeitos da fracdo polissacaridica (PFCM 0.5, 2, 10, 25, 50 e 100 mg/kg, v.o.
administrada diariamente por 5 dias) de Passiflora edulis nos niveis de glucose sanguinea em
ratos com diabetes induzido por aloxano. Valores sio representados por média = EPM de 6 a
13 animais por grupo. a. diferenca significativa quando comparado com o mesmo grupo, 48 h
apos a injecao de aloxano (A = antes do tratamento) e cinco dias apos tratamento (D = depois
do tratamento) com PFCM. dgua destilada (controle diabético), glibenclamida (Gli 5 mg/kg,
v.0.) ou metformina (Met 50 mg/kg, v.0.): valores de p variaram de 0,0001 a 0,0005. Teste ¢
pareado foi usado para as comparagoes.
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Fig. 3.3. Efeitos da fracao polissacaridica (PFCM 0.5, 2, 10, 25, 50 ¢ 100 mg/kg, v.o.
administrada diariamente por 5 dias) de Passiflora edulis nos niveis de triglicérides em ratos
com diabetes induzido por aloxano. Valores sao representados por média = EPM de 6 a 13
animais por grupo. a. diferenca significativa quando comparado com o mesmo grupo, 48 h
apos a injecao de aloxano (A = antes do tratamente) e cinco dias apés tratamento (D = depois
do tratamente) com PFCM, dgua destilada (controle diabético), glibenclamida (Gli 5 mg/ke,
v.0.) ou metformina (Met 50 mg/kg, v.0.): valores de p variaram de 0,005 a 0,043. Teste ¢
pareado fol usado para as comparacoes.
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Fig. 3.4. Efeitos da fracdo polissacaridica (PFCM 0.5, 2, 10, 25. 50 e 100 mg/kg, v.o.
administrado diariamente por 5 dias) de Puassiflora edulis nos niveis de colesterol total em
ratos com diabetes induzido por aloxano. Valores sio representados por média = EPM de 6 a
I3 animais por grupo. a. diferenga significativa quando comparado com o mesmo grupo, 48 h
apos a mje¢do de aloxano (A = antes do tratamento) e cinco dias apos tratamento (D = depois
do tratamento) com PFCM, agua destilada (controle diabético), glibenclamida (Gli 5 mg/kg,
v.0.) ou metformina (Met 50 mg/kg, v.0.): valores de p < 0,007. Teste 1 pareado foi usado
para as comparacdoes.
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Fig. 3.5. Efeitos da fracao polissacaridica (PFCM 0,5, 2, 10, 25, 50 e 100 mg/kg, v.o.
adminisirado diariamente por 5 dias) de Passiflora edulis nos niveis de aspartato transferase
(AST) em ratos com diabetes induzido por aloxano. Valores sdo representados por média =
EPM de 6 a 13 animais por grupo. a. diferenca significativa quando comparado com o mesmo
grupo. 48 h apds a injegao de aloxano (A = antes do tratamento) e cinco dias apoOs tratamentc
(D = depois do tratamento) com PFCM, agua destilada (controle diabético), glibenclamida
(Gli 5 mg/kg, v.0.) ou metformina (Met 50 mg/kg, v.0.): valores de p variaram de 0.,0001 a
0,01. Teste ¢ pareado foi usado para as comparacdes.
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Fig. 3.6. Efeitos da frag@o polissacaridica (PFCM 0.5, 2, 10, 25, 56 ¢ 100 mg/kg. v.o.
administrado diariamente por 5 dias) de Passiflora edulis nos niveis de alanina transaminase
(ALT) em ratos com diabetes induzido por aloxano. Valores sao representados por média +
EPM de 6 a 13 animais por grupo. a. diferenca significativa quando comparado com o mesmo
grupo, 48 h apos a inje¢ao de aloxano (A = antes do tratamento) e cinco dias apds tratamento
(D = depois do tratamento) com PFCM., agua destilada (controle diabético), glibenclamida
(Gli 5 mg/kg. v.o.) ou metformina (Met 50 mg/kg. v.0.): valores de p variaram de 0,020 a
0,021. Teste ¢ pareado foi usado para as comparagoes.



Os resultados do teste preventivo com o polissacarideo (50 mg/kg. v.0.) estdao
mostrados na Figura 3.7. Nio houve alteragio significativa nos animais do grupo controle
quando comparados os valores antes e depois para todos os parametros analisados (Glicemia:
369,7 £ 28,28 e 3904 £ 23.13: Triglicérides: 302,5 = 54,48 e 284,5 + 17.65; Colesterol total:
80,86 + 5,08 e 71.97 + 2,8). Foram observadas reducdes significativas nos niveis de glicemia
(47%) para o grupo tratado com PFCM cinco dias antes da injecao de aloxano (PFCM-Prev)
quando comparado o mesmo grupo apos a inducao de diabetes (antes 2777 + 19.39 e apos
147.6 £ 13.28). Alteracoes positivas também foram observadas no grupo sem a administracio
prévia (PFCM-N) comparando-se os valores antes ¢ apds tratamento (363 £ 37,03 ¢ 180,8 =
18,76, respectivamente), evidenciando reducdes de 50% na concentracio de glucose
plasmatica. Diferencas significativas foram observadas entre os grupos PFCM-Prev e PFCM-
N quando comparados os valores 48 h apos a inducdo de diabetes por aloxano (A) o que
demonstra um possivel efeito preventivo da amostra estudada em relacdc ao parametro
¢licemia nos animais diabéticos. Contudo, ndo houve diferenca significativa (p>0,05 -
ANOVA e Student-Newman-Keuls como post hoc test) quanto aos valores obtidos ao final do
quinto dia de tratamento (D) (FIGURA 3.7-A).

Os resultados obtidos para os parametros triglicérides (TG) e colesterol total (CT)
ndo demonstram um efeito preventivo de PFCM. Nao houve diferencas significativas entre os
grupos tratado e ndo-tratado previamente, quando comparados os valores tanto antes quanto
apos a administracdo dos polissacarideos (TG antes: PFCM-Prev 257,1 + 48,5 ¢ PFCM-N
3629 + 78.24: TG depois: PFCM-Prev 94,61 = 11,04 e PFCM-N 124.1 + 14,82; CT antes:
PFCM-Prev 78,68 = 6,27 ¢ PFCM-N 88,93 = 5,72: CT depois: PFCM-Prev 54,25 = 4,65 ¢
PFCM-N 67,13 + 6,97). Foram observadas alteracdes significativas nas concentragdes de TG
apos tratamento quando comparado o mesmo grupo com reducoes de 63 e 65% para PFCM-
Prev e PFCM-N, respectivamente. Os niveis de colesterol total sofreram diminuicdes de 31%

(PFCM-Prev) e 25% (PFCM-N) (FIGURAS 3.7-B e 3.7-C).
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Fig. 3.7. Efeitos de PFCM (50 mg/kg, v.0.) no teste preventivo em ratos diabéticos sobre o0s
niveis dos parimetros bioquimicos do sangue, glucose (A): triglicérides (B); e colesterol total
(C). Valores sdo representados por média £ EPM de 6 a 15 animais por grupo. PFCM-Prev:
grupo tratado previamente por cinco dias antes da inducdo de diabetes. PFCM-N: grupo nao
submetido a tratamento prévio. a. diferenga significativa quando comparado com o mesmo
grupo, 48 h apos a inje¢io de aloxano (A = antes do tratamento) e cinco dias apos tratamento
(D = depois do tratamento) com PFCM ou agua destilada (controle diabético) Teste ¢ pareado
b. diferenca significativa quando comparado ao grupo sem tratamento prévio antes ou apos
tratamento ANOVA e Student-Newman-Keuls como post hoc: valores de p: (A) - p de
0,0001 a 0,0819; (B) - p de 0,001 a 0,3290; (C) - p de 0,004 a 0,1310.



4.2.  Efeitos do tratamente com PFCM no edema de pata induzido por carragenina em
ratos.

Os resultados obtidos com a administracao oral de PFCM sobre o edema de pata
induzido por carragenina (Cg) em ratos estdo mostrados na Figura 3.8.

PFCM reduziu de maneira significativa o volume médio do edema na 4.* h com a
dose de 5 mg/kg (0,85 + 0,08 mL), e da 2" a4." h nadose de 10 mg/kg (0,975 = 0,05: 0,727
0,06 e 0,3338 £ 0,07 mL, respectivamente) apos a injecao intraplantar de Cg a 1%. Esses
valores correspondem a inibi¢des de 38% (dose de 5 mg/kg) e de 31, 42 e 76% para a dose de
10 mg/kg. quando comparado ao controle tratado apenas com carragenina. Resultados
similares aos da maior dose (10 mg/kg) foram demonstrados no grupo tratado com

indometacina (Indo 20 mg/kg, v.0.) com inibicoes de 41, 49 e 66% na 2°, 3" e 4" horas,

respectivamente (0,842 + 0,05; 0,632 +0,071; 0,437 £ 0,07 mL).
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Fig. 3.8. Efeitos da administracdo aguda de PFCM (5 e 10 mg/kg. v.0.) no edema de pata
induzido por carragenina em ratos. Valores estdo representados por média = EPM para grupos
de 8 a 10 animais. a. diferenca significativa quando comparado ao grupo controle (tratado
apenas com carragenina) no mesmo periodo de tempo — valores de p variaram de 0,001 a 0,01
(ANOVA e Dunett’s como post hoc test).
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4.3.  Efeitos de PFCM sobre a intensidade inflamatoria avaliados como tempo de
lambedura da pata em segundos na segunda fase do teste da formalina em
camundongos.

O tratamento com PFCM reduziu de maneira significativa o tempo de lambedura
da pata na segunda lase do teste da formalina em camundongos apos injegdo intraplantar de
formalina a 1% por administragao intraperitoneal das doses de 25, 50 e 100 mg/kg com
reducdes significativas de 26, 75 ¢ 89%, respectivamente, sendo o efeito maximo obtido com
a dose de 50 mg/kg (p > 0.05 quando comparados os grupos de 50 ¢ 100 mg/kg - ANOVA ¢
Student-Newman-Keuis como post hoc test). O grupo tratado com mortina (5 mg/kg),
utilizada como droga de referécia, apresentou reducao de 95%. Reducdes na primeira fase do
teste foram observadas para o grupo tratado com a dose de 100 mg/kg (36%) e morfina (54%)
quando comparados & primeira fase do grupo que recebeu agua destilada (FIGURA 3.9). Por
via oral, PFCM nas doses de 25 e 50 mg/kg reduziu em 34 e 28%, respectivamente o tempo
de lambedura da pata na segunda fase do teste quando comparado ao controle que recebeu
apenas a injecdo de formalina (27,38 + 2,8 s). Nao foram observadas alteracdes significativas

na primeira fase em nenhuma das doses testadas (FIGURA 3.10).
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Fig. 3.9. Efeitos da administragdo aguda de PECM (1, 25, 50 e 100 mg/kg, 1.p.) no edema de
pata induzido por formalina em camundongos em relagao ao tempo de lambedura de pata em
segundos. Valores estdo representados por média = EPM para grupos de 9 a 15 animais. a.
diferenca significativa quando comparado ao grupo controle (tratado apenas com formalina) —
valores de p variaram de 0.001 a 0.0034 (ANOVA e Dunett’s como post hoc test).
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Fig. 3.16. Efeitos da administracdo aguda de PFCM (25 e 50 mg/kg, v.0.) no edema de pata
induzido por formalina em camundongos em relagdo ao tempo de lambedura da pata em
segundos. Valores estdo representades por média = EPM para grupos de 8 a 13 animais. a.
diferenca significativa quando comparade ao grupo controle (tratado apenas com formalina) —
valores de p variaram de 0.0002 a 0.0574 (ANOVA e Dunett’s como posi hoc test).
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4.4.  Efeitos de PFCM sobre a secrecio de mieloperoxidase (MPO) por neutrdfilos
humaros

Os dados obtidos através de espectrofotometria com os testes de secrecdo de
mieloperoxidase in vitro demonstram a propriedade de PFCM de reduzir significativamente a
secrecdo deste importante biomarcador de inflamacdo por neutréfilos humanos. Enquanto a
secrecdo de MPO aumentou 196% nas células nao-tratadas (apenas com o veiculo dgua) em
relacdo ao controle negativo (solucdo de Hank), PFCM, exceto pela concentragio de 0.1
ug/mL, inibiu significativamente a secrecio da enzima de maneira dose dependente com
redugdes de 35, 39, 57 ¢ 62% (doses de 1, 10, 50 ¢ 100 ug/mL, respectivamente). Os valores
observados para as duas maiores concentragdes de PFCM (50 e 100 pg/mL) foram similares
aos encontrados para indometacina (66%, 10 pg/mL) usada como droga de referéncia

(FIGURA 3.11).
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Fig. 3.11. Efeitos de PFCM (0.1 a 100 ng/mL) na secre¢ao de Mieloperoxidase por
neutrofilos humanos estimulados por acetato de forbol miristato. Os experimentos foram
conduzidos com o emprego de 6 a 8 amostras, sendo apresentados como média + EPM. a.
comparado a solu¢do de Hank — p valores de 0,001 a 0,01; b. comparado a amostra tratada
com dgua — p = 0,001 (ANOVA e Student-Newman-keuls como post fioc test).



4.5.  Anadlise histologica de cortes do edema de pata induzido por carragenina em ratos
antes e apos tratamento com PFCM

Enguanto a analise das laminas (método Hematoxilina/Eosinaj com cortes de
tecido obtidas a partir de animais do grupo controle negativo revelou a preservacio da
arquitetura tecidual e a presenca de fibras de colageno e fibroblastos, no grupo submetido a
injecdo Intra-plantar de carragenina 1% observou-se uma intensa formacdo de edema,
representado por largos espacamentos e desaparecimento das fibras de colageno. A injecéo de
carragenina também induziu a migracao de leucdcitos. No grupo pré-tratade com PFCM (10
mg/kg v.0.), demonstrou-se a reducao do edema e preservagao do tecido. As fibras de
colageno apresentaram apenas uma destruicdo parcial apds injecdo de carragenina. Além
disso, houve redugdes significativas na nfiltragio de neutrofilos, bem como a preservacao de

fibroblastos (FIGURA 3.12).

4.6.  Efeitos de PFCM na imunohistoquimica para TNF-alfa e iNOS em cortes do edema
de pata induzido por carragenina em ratos

Os resultados da imunohistoquimica para determinacio de TNF-alfa e INOS em
tecidos das patas inflamadas dos animais tratados e ndo tratados com PFCM (10 mg/kg, v.0.)
estdo mostrados na Figura 3.13.

No grupo controle negativo nenhuma célula marcada foi observada nas amostras
que nao receberam o anticorpo primario (FIGURA 3.13-A), o que valida os resultados
obtidos nos testes. Uma Intensa mancha. caracterisiica de reagao imunologica, pode ser
percebida no grupo controle positivo para INOS indicando uma massiva atividade desta
citocina nas patas dos ratos tratados com carragenina (FIGURA 3.13-B). No grupo pré-
tratado com PFCM a concentracdao de iNOS foi apenas parcialmente reduzida (FIGURA
3.13-C), contudo, a migracdo de neutr6filos foi significativamente diminuida (como também
observado na FIGURA 3.12). No controle positivo para TNF-alfa toi observada uma alta
concentracao relacionada a intensidade da mancha de reconhecimento do anticorpo nas patas
dos ratos tratados com carragenina (FIGURA 3.13-D). O tratamento com PFCM também

reduziu apenas parcialmente a concentracio de TNF-alfa (FIGURA 3.13-E).
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Fig. 3.12. Microfotografias de laminas coradas com hematoxilina ¢ eosina, representativas de
secgdes de edema de pata induzido por carragenina em ratos. (A): Controle negativo
mostrando a preservagdo da arquitetura tecidual com a presenga de fibras de coldgeno e
fibroblastos. (B): Controle positivo (tratado com carragenina) mostrando intensa formagéo de
edema, desaparecimento de fibras de colageno e migragdo de neutrofilos. (C): Grupo pré-
tratado com PFCM (10 mg/kg, v.0.) evidenciando redugdo do edema e preservagdo do tecido

com leve destruicdo de fibras de colageno, inibigdo da migragdo de neutrofilos e preservagao
de fibroblastos.
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Fig. 3.13. Imunohistoquimica para oxido nitrico sintase induzida (iNOS) e fator de necrose
tumoral (TNF-a) em secgdes de tecidos inflamados das patas de ratos submetidos a injegdo de
carragenina no modelo de inflamagdo aguda. 4. Controle negativo. B. Controle inflamagio
(iINOS). C. PFCM 10 mg/kg, v.o. (iNOS). D. Controle inflamagdo (TNF-a). E. PFCM 10
mg/kg, v.o. (TNF-a). As células coradas indicam interagdo dos anticorpos primario e
secundario ¢ a consequente presenga de iNOS and TNF-a. (400x).



5. DISCUSSAQ

Os efeitos benéficos de fibras alimentares como as pectinas vém sendo
justificados com as evidéncias de acdes antioxidante e antitumoral, alteracées positivas na
pressdo sanguinea. e pela capacidade de reduzir os niveis plasmaticos de lipideos e glucose
(GALISTEO et al, 2008; PAPATHANASOPOULOS; CAMILLERI, 2010). Além disso.
recentemente, esses compostos tém sido reconhecidos por suas propriedades
imunoestimulantes (LEUNG et af, 2006; INNGJERDINGEN et al, 2007; SALMAN ¢t al.
2008; TOGOLA et al, 2008; RAMBERG ¢t a/, 2010).

Sob tal aspecto, a farinha derivada da casca dos frutos do maracuja, sobretudo os
da espécie Passiflora edulis, ¢ amplamente consumida pela populacio brasileira em geral para
prevencao e tratamento da hiperglicemia ¢ hiperlipidemia (AGRA et «l, 2007) caracteristicos
do diabetes, considerando seu elevado teor de fibra principalmente pectinas (Y APO; KOFFI,
2006).

No presente trabalho, os polissacarideos pécticos isolados da casca dos frutos de
P. edulis foram capazes de reduzir os niveis glicémicos, colesterolémicos e a concentracﬁo de
triglicérides em ratos com diabetes induzido por aloxano apds tratamento (2 a 100 mg/kg)
durante cinco dias por via oral. Na literatura, alguns trabalhos evidenciam as propriedades
hipoglicémica e hipocolesterolémica da casca do maracuja empregada na suplementagao de
dietas a pacientes diabéticos (JANEBRO er al, 2008, 2010) e também em ratos (QUEIROZ et
al, 2008; SALGADO ¢t al, 2010). Contudo, apenas um trabalho evidenciou o efeito da fibra
alimentar propriamente dita, onde a agdo hipocolesterolémica foi observada em ratos
suplantados com o polissacarideo obtido nao da casca do fruto, mas sim, a partir das sementes
de P. edulis (CHAU; HUANG, 2005).

Um teste clinico para avaliar os efeitos da farinha da casca do maracuja em 43
pacientes com diabetes tipo 2 foi conduzido durante 60 dias através da ingestio didria de 30 ¢
do produto. Foram observadas reducdes nos niveis de glucose plasmatica, bem como nos
valores de hemoglobina glicosilada de 26 e 13%, respectivamente (JANEBRO er al, 2008).
Outros estudos empregando a farinha dos frutos de P. edulis em humanos demonstram
variacdes em relacdo ao parametro glicemia, quando o produto foi administrado a individuos
ndo-diabéticos, desde uma pequena reducao de 5% demonstrada por Medeiros et al (2009)
apos ingestdo de 30 g de farinha por dia durante 8 semanas em 36 voluntarios, até a auséncia
de alteracOes nos niveis de glucose plasmatica apés 60 dias de ingestao de 30 g diarias de

farinha de P. edulis em 19 mulheres normoglicémicas (RAMOS er al, 2007).



126

Esses valores de reducdo na glicemia sdo inferiores aos encontrados no presente
estudo com diminui¢ées de até 65% na conceniragio plasmatica de glucose em ratos
diabéticos apds tratamento de cinco dias com PFCM. Por lado, o trabalho realizado por Braga
et al (2010) com ratos aloxonizados tratados com a farinha da casca de P. edulis demonstrou
uma reducdo da glicemia de 58% apos 4 horas de terminado o tratamento, que consistiu na
administragdo em dose tnica por gavagem, com a farinha dissolvida em agua: enquanto
redugdes de 59% na glicemia, e aumentos na concentragdo de glicogénio hepatico de ratos
com diabetes induzido por aloxano foram observados por Salgado et al (2010) apds 30 dias de
tratamento com a farinha da casca de P. edulis utilizada como suplementacio da dieta.

O presente estudo constatou a propriedade de PFCM em prevenir parcialmente a
hiperglicemia causada pela inje¢do de aloxano nos animais submetidos a tratamento prévio de
cinco dias (ver resultados, item 4.1). Sob esse aspecto, Zhang et al (2004) demonstraram uma
prevencdo parcial da hiperglicemia em ratos normais, causada pela inje¢do de glucose (2 g/kg,
1p.), através do pré-tratamento com o carboidrato isolado de Rehmannia glutinosa por
administra¢do intraperitoneal durante trés dias. Os autores demonstraram ainda, que em ratos
com hiperglicemia induzida por adrenalectomia, o efeito preventivo do carboidrato foi
perdido, sugerindo que o mecanismo regulador da amostra sobre o metabolismo de glucose
esteja relacionado ao sistema neuroendocrino. Neste mesmo trabalho, foi também
demonstrada a propriedade do carboidrato de reduzir a concentragdo plasmatica de glucose
em ratos com diabetes induzida por aloxano apos tratamento de 15 dias (100 mg/kg, i.p.).
além de aumentar a atividade da enzima glucose-6-fosfatase no figado, bem como os niveis de
insulina plasmatica.

Outros trabalhos na literatura demonstram a propriedade de polissacarideos
pecticos, inclusive derivados de frutos, em reduzir os niveis plasmaticos de glucose em alguns
modelos animais (ZHANG et al, 2004; RAI et al, 2006; ZOU er al, 2010; CHEN er al, 2011).

A maioria dos trabalhos citados na literatura, alguns destes discutidos aqui, que
empregam a farinha da casca de frutos em testes de acdo antidiabética, credita a acio
hipoglicemiante observada as fibras constituintes, principalmente as pectinas. De fato,
considerando os estudos realizados com pelissacarideos, as pectinas sdo amplamente relatadas
como agentes capazes de reduzir os niveis de glucose plasmatica (GOMATHY ef al, 1990:
SINGH er al, 2005; RAl et al, 2006; JENKINS et al, 1978;: WEICKERT et al, 2008;
SANCHEZ ef al, 2008; ZOU et al, 2010: KIM, 2005). Pectinas e fibras solaveis sio capazes
de atenuar a concentragao de glucose sanguinea apds uma refei¢do e possibilitar um controle

do diabetes como demonstrado em estudos a longo prazo (SANDHU et a/, 1987), além de
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auxiliar no controle da glicemia, amenizar ¢/ou reduzir eventos de hipoglicemia em diabéticos
tipo 1 (GIACCO er al, 2000).

Os efeitos das fibras soluveis estdo relacionados a sua capacidade de aumentar a
viscosidade do meio intestinal e diminuir o tempo de esvaziamento gastrico em individuos
normais (JENKINS er al, 2008). Contudo, sabe-se que alguns tipos de fibras como a goma
guar nao alteram o tempo de esvaziamento gastrico em pacientes diabéticos, porém reduzem a
concentracdo de glucose pos-prandial (UUSITAPA ef al, 1984). Desse modo, o mecanismo
molecular pelo qual essas moléculas atuam, ainda permanece pouco entendido, embora seus
comprovados efeitos benéficos aliados a uma baixa toxicidade. sugiram sua utilizagdo como
tratamento alternativo do diabetes e sindrome metabodlica (CHAO: LIU, 2008).

A sindrome metabolica é descrita como uma série de anormalidades metabolicas
ocorrentes simultaneamente em um individuo e consideradas como fatores de risco
independentes para doenga cardiovascular, estando fortemente associada ao diabetes tipo 2
(GALISTEO et al, 2008). Os principais fatores de risco associados ao desenvolvimento desta
patologia sdo obesidade, baixas concentracdes de HDL, niveis elevados de triglicérides,
hipertensao e hiperglicemia, juntamente com resisténcia a insulina (ECKEL er a/, 2005).

E conhecido que a ingestao de fibras soluveis, particularmente as derivadas de
grios e frutas, desempenham efeito protetor no desenvolvimento de sindrome metabolica,
como observado em pacientes com diabetes tipo 2 (STEEMBURGO et al, 2009). Um namero
significativo de estudos em seres humanos e em modelos experimentais tem comprovado a
eficicia da fibra alimentar na regulacio do peso corporeo, metabolismo de carboidratos,
sensibilidade a insulina e fatores de risco para doenca cardiovascular como alteracoes no
perfil lipidico. hipertensao arterial sistémica e marcadores de inflamacao (DAVY et al, 2003:
VENN e¢f al, 2004). Além disso, outros estudos tém descrito os eleitos positivos da ingestao
de alimentos ricos em fibras sobre a obesidade, doenca cardiovascular ou diabetes tipo 2
(GALISTEO et al, 2008).

Estudos clinicos de intervencao controlada tém mostrado que algumas fibras
soluveis, incluindo pectinas efetivamente diminuem os niveis de LDL sem, contudo, afetar a
concentracio de HDL ou de triacilglicerdis (THEUWISSEN: MENSINK, 2008). Alguns
trabalhos com a farinha da casca do maracuja sobre os niveis colesterolémicos tém
corroborado com esses dados, na medida em que se observam redugdes nos niveis de LDL
enquanto os valores de HDL permanecem inalterados (MEDEIROS et al, 2009; QUEIROZ et
al, 2008). Ramos ef al (2007) em um estudo clinico piloto com mulheres normoglicémicas e

com dislipidemia, observaram que 30 g diarios da farinha da casca de P. edulis por sessenta
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dias reduziu os niveis de colesterol total e LDL. Reducdes na concentracao de triglicérides
também foram observadas ap6s administragdo da farinha de P. edulis em pacientes diabéticos
tipo 2 (JANEBRO ¢/ al, 2008).

Aqui, evidenciaram-se redugdes significativas nos niveis de triglicérides em ratos
diabéticos tratados com PFCM (0,5 a 100 mg/kg), além de diminuicdes na concentracdo de
colesterol total com a administragio das duas maiores doses (50 e 100 mg/kg). E sabido que
casos ndo controlados de diabetes tipo 2 sdo acompanhados de aumentos nos niveis de
colesterol total, LDL e triglicérides, quando ha diminui¢des nos niveis de HDL (ARAVIND
et al, 2002). Altas concentragdes de lipideos sao mais comuns em diabetes tipo 2 do que no
tipo 1 e a mais comum anormalidade ¢ a hipertrigliceridemia, o que representa riscos
potenciais para o desenvolvimento de doengas cardiovasculares em pacientes diabéticos
(BETTERIGDE, 1996). Assim, compostos que sdo capazes de proporcionar redugdes
significativas nos niveis glicémicos e lipidémicos tornam-se importantes como fontes de
novas alternativas para o tratamento da doenca.

O tratamento com PFCM também influenciou os niveis das transaminases
hepaticas. No presente estudo, reducdes nos niveis de ALT e AST nos grupos diabéticos
tratados com os polissacarideos (10 e 25 mg/kg) foram observados. ALT e AST sdo membros
da familia de enzimas transaminases. Enquanto AST ¢ encontrada em muitos tecidos,
incluindo musculo, rins, cérebro e pulmdes, ALT ¢ encontrada em maior quantidade no figado
e ¢ um melhor biomarcador para doengas hepaticas. Concentracdes sanguineas muito elevadas
de transaminases sdo sinais comuns de toxicidade ou doencas hepaticas, sendo
frequentemente observadas em pacientes diabéticos. Elevacdes de ALT sdo consideradas um
marcador substituto de doengas hepaticas nao alcodlicas, e prediz o desenvolvimento de
diabetes e sindrome metabdlica em adultos (DI BONITO er af, 2009). Em diabéticos, a
atividade das enzimas hepaticas esta associada as complicacdes da doenca como retinopatias ¢
neuropatias (ARKKILA ef @/, 2001). Mais ainda, a atividade dessas enzimas ¢ usada como
indicadores de toxicidade tecidual em diabetes experimental, uma vez que seus altos nivels
em ratos diabéticos mostram relagio com os efeitos toxicos de estreptozotocina por um
periodo superior a 50 dias (MORI e a/, 2003).

De fato, diabetes e sindrome metabolica sdo reconhecidas como patologias
caracterizadas pela expressdo de varios aspectos de ordem sistémica com a presenca de
diferentes tipos de marcadores de natureza enzimatica que evidenciam possivels
anormalidades teciduais. Nesse aspecto, tem-se mostrado que alguns mediadores ou

marcadores da inflamacdo estdo associados com o desenvolvimento de diabetes, interferindo
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fortemente no processo de resisténcia a insulina (YUDKIN et a/, 1999). Individuos com
sindrome metabodlica e diabetes tipo 2 apresentam niveis elevados de marcadores de
inflamacao e citocinas pro-inflamatdrias o que evidencia uma etapa do processo inflamatorio.
Dentre esses marcadores de fase aguda, a interleucina 6 (IL-6), a proteina C-reativa (PCR) e o
fator de necrose tumoral (TNF-alfa) estdo diretamente relacionados com a maioria dos
aspectos caracteristicos de diabetes tipo 2 como obesidade e resisténcia a insulina,

dislipidemia, hipertensdo e arterosclercse, por exemplo (PICKUP er al, 1997,

)
SONNENBERG et al, 2004). Estudos tém mostrado que os niveis plasmaticos de muitos
marcadores inflamatorios predizem um estado diabético futuro, sugerindo fortemente um
envolvimento da inflamacao na etiologia do diabetes tipo 2 (CHEN, 2000).

Diversos estudos tém evidenciado uma importante relagdo entre obesidade e
inflamacdo. O tecido adiposo ¢é de fato, considerado como um ¢rgao enddcrino que secreta um
grande nimero de proteinas, como o proprio fator de necrose tumoral, chamadas adipocinas,
capazes de promover a regulacdo do metabolismo (KERSHAW; FLIER, 2004). Contudo, a
producdo anormal de horménios e citocinas nesse tecido, como a IL-6 e o TNF-alfa, e a baixa
secrecdo de adiponectina, uma molécula que exerce efeitos anti-inflamatorios,
antiaterogénicos e antidiabéticos, pode conduzir ao diabetes tipo 2 (KADOWAKI ¢f al, 2006).
Mais ainda, a inflamac@o no tecido adiposo branco pode ser uma etapa fundamental que
contribui para o estabelecimento de aspectos caracteristicos de sindrome metabolica e que
resultam em diabetes tipo 2 e arteriosclercse (WISSE. 2004). Recentemente, observou-se que
individuos obesos apresentam aumento na infiltracdo de macréfagos no tecido adiposo, bem
como elevacdo no niimero de macrofagos ativados. Estas células tém sido identificadas como
fontes de muitas moléculas inflamatérias circulantes detectadas no estado de obesidade e sao
consideradas como a causa da resisténcia a insulina e progressao de diabetes tipo 2 e doenca
cardiovascular (HEILBRONN; CAMPBELL, 2008; SHAH e al, 2008).

Desse modo, devido & relacdo entre diabetes e processo inflamatorio, e
considerando os poucos relatos na literatura sobre efeito anti-inflamatério de espécies de
Passiflora, foram estudados os efeitos de PFCM em modelos experimentais de inflamagao.
Os resultados mostraram que a admimistragao dos polissacarideos exibiu pronunciada acao
anti-inflamatoria, caracterizada pela reducdo do edema de pata induzido por carragenina de
modo similar a indometacina, utilizada como droga de referéncia; pela capacidade em
diminuir o tempo de lambedura da pata na segunda fase, considerada a fase inflamatoria, do
teste da formalina: por diminuir a secrecdo de mieloperoxidase (MPO) por neutrofilos

humanos in vitro. Além disso, PFCM reduziu o nimero de células TNF-alfa e iNOS-positivas
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e a secrecao de neutrofilos in vive como avaliado e testes imunohistoquimicos para estas duas
citocinas pro-inflamatorias realizados em tecidos de patas de ratos submetidos a edema de
pata por carragenina.

A carragenina (Cg) ¢ um agente indutor da inflamacao muito empregado na
avaliacdo de drogas aint-iinflamatorias por depender de um estimulo local, ndo produzir
efeitos sistémicos, ser altamente reprodutivel e sua acdo mflamatoria ser inibida por drogas
esteroidais e ndo-esteroidais (WINTER et a/, 1962). A acdo intflamatoria de Cg envolve uma
série de mediadores, com a liberacdo inicial de histamina. serotonina e bradicinina, seguida
pelo aumento nos niveis de prostaglandinas que coincide, por sua vez com a migragdo de
leucocitos, os quais amplificam a reposta inflamatoria na medida em que desencadeiam a
producdo de outros mediadores (NANTEL ef al, 1999).

O efeito anti-inflamatério de PFCM sobre o edema de pata induzido por
carragenina foi evidenciado durante os periodos da segunda a quarta horas (dose de 10 mg/kg)
0 que nos leva a sugerir que sua agdo pode estar relacionada com a inibi¢ao da sintese e
liberacao de mediadores como cininas ¢ prostaglandinas, bem como na reducdo do infiltrado
de leucocitos para o local da inflamacdo. visto que tais fendmenos, nos periodos de tempo da
2% & 4* hora, sao muito expressivos (FANTONE: WARD, 1982).

Também foram observados os efeitos de PFCM no tempo de lambedura da pata
pelo teste da formalina, com reducdes de até 89% na segunda fase. Neste teste, os animais
exibem uma resposta comportamental bifasica envolvendo mecanismos diferentes. A primeira
fase € caracterizada por uma dor neurogénica, com inicio imediato a aplicaciio de formalina, e
duracdo de 3 a 5 minutos causada, provavelmente, pela estimulacao direta de nociceptores. A
segunda fase decorre do desenvolvimento de um processo infilamatorio. iniciada 10 a 20
minutos apos a injecdo de formalina e tem duracdo de 20 a 40 munutos, possivelmente
relacionada com o recrutamento de células inflamatorias (HUNSKAAR et af, 1985).

Demonstrou-se também que PFCM reduziu significativamente a secrecio de
mieloperoxidase (MPO) em suspensdes de neutrofilos humanos. O ensaio  para
mieloperoxidase pode ser empregado como um marcador da ativacido de neutrofilos no sitio
do processo inflamatério (FRODE: MEDEIROS, 2001). Essa enzima € secretada por
neutréfilos e macréfagos no fluido extracelular durante o processo inflamatério, sendo
conhecida por desempenhar um importante papel no processo de iniciacdo, progressio e
complicagcdes em arterosclerose. A observacao que mieloperoxidase esta envolvida no
estresse oxidativo e inflamagdo tem levado a considerar essa enzima como um possivel

marcador para uso clinico em pacientes com doenca cardiovascular (LORIA et al, 2008).
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Mais ainda, recentemente mostrou-se que os niveis de MPO sdao mais altos em pacientes com
diabetes tipo 2 quando comparados a individuos sem a doenga (PARAMASH et al, 2011;
JORNAYVAZ et al, 2008). Esse aumento pode contribuir para acelerar a progressdo de
arterosclerose em diabéticos (WIERSMA et al, 2008) como demonstrado também em ratos
(ZHANG et al, 2004), onde niveis aumentados da enzima podem exacerbar o processo
inflamatorio através de injaria endotelial. Niveis aumentados de mieloperoxidase favorecem a
produgdo de moléculas pro-inflamatérias e o desenvolvimento de doenca cardiovascular em
diabéticos (GUERCI et af, 2001).

Dentre o reduzido numero de trabalhos que tratam sobre acao antinflamatoria de
espécies do género Passiflora, Montanher et al (2007) empregaram extratos brutos das folhas
de P. edulis no modelo de pleurite induzida por carragenina em camundongos. A amostra foi
mais eficiente do que a droga dexametasona usada como padrao, em reduzir a secregdo de
mieloperoxidase na cavidade pleural, com diminui¢des de 64% em relagdo ao grupo nao
tratado. Vargas et al (2007) utilizando também o modelo de pleurite induzida por carragenina,
avaliaram o perfil anti-inflamatorio de extratos das folhas de P. edulis e P. alata. Ambas as
amostras diminuiram significativamente a atividade de mieloperoxidase no fluido da cavidade
pleural dos animais em 49% e 61%. respectivamente. No presente estudo, o pré-tratamento de
neutréfilos humanos incubados com PFCM resultou em redugoes de até 62% na secrecdo de
MPO, valores equivalentes aos obtidos para o tratamento com a droga padrdo indometacina
(69%). Os baixos niveis de MPO observados podem sugerir a propriedade de inibi¢do do
influxo celular (FRODE; MEDEIROS, 2001). Desse modo, ¢ possivel que o tratamento com
PFCM promova uma diminui¢do na migracio de neutrofilos para o sitio de inflamagéo.

Nesse contexto, através da avaliacdo dos seccdes das patas dos animais com
inflamacdo devido a injecdo de carragenina, e corados pela técnica H/E, evidenciou-se que o
tratamento com PFCM reduziu significativamente a migracao de neutrofilos para os tecidos
submetidos a injaria. Essa informacéo ¢ condizente com os dados obtidos com os extratos de
P. edulis e P. alata no modelo de inflamacdo da pleurite induzida por carragenina que
apresentaram a propriedade de inibir a infiltragdo celular e reduzir os niveis de exsudagao
(MONTANHER et al, 2007; VARGAS et al, 2007), e corroborada pelos resultados obtidos
no teste de edema de pata induzido por carragenina, e a reducdo no tempo de lambedura da
pata no teste da formalina.

A inibicdo na infiltragdo celular pode ser atribuida a uma inibi¢ao da secrec@o de
citocinas pro-inflamatorias como TNF-alfa e interleucinas, substancias pro-inflamatorias

importantes no processo de secrecdo de outros mediadores pro-inflamatorios que, por sua vez,
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estio associados @ quimiotaxia e adesao de leucocitos no processo inflamatério (SANTOS et
al, 2003).

Nio hé trabalhos na literatura que tratem de efeitos anti-inflamatorios de
polissacarideos de espécies do género Passiflora, contudo isso tem sido relatado para pectinas
de outras fontes (POPOV et al, 2007). A acio dessas moléculas parece estar relacionada a
uma possivel imunomodulacao (LEUNG et al, 2006), embora seu mecanismo ainda seja
desconhecido (YE; LIM, 2010). Um estudo sobre 0 efeito da pectina de Citrus na producao de
citocinas por macrofagos humanos mostrou a propriedade do polissacarideo em inibir a
secrecao de interleucinas (IL-1 e IL-06), contudo ndo alterou a secre¢ao de TNF-alfa
(SALMAN et al, 2008).

Recentemente, mostrou-se que algumas pectinas sao capazes de reduzir a secrecdo
de interleucinas pro-inflamatorias e também de TNF-alfa regulando a resposta inflamatoria
por moderar a produgao de citocinas e imunoglobulinas (YE: LIM, 2010). Ha evidéncias que
mediadores pro-inflamatorios como o proprio TNF-alfa e algumas interleucinas ajudam a
aumentar a extensio do local ou o processo inflamatorio sistémico (MIZGERD et al, 2001).
Em modelos animais TNF-alfa é um dos iniciadores do processo de desenvolvimento de
aririte em espécies como ratos, camundongos ¢ coelhos (BOMBINI e al, 2004; CANETTI ef
al, 2001; PRINCE et al, 2004).

O presente trabalho. demonstrou a propriedade de PFCM em reduzir parcialmente
a secrecdo de TNF-alfa ¢ INOS como confirmado pelos testes de imunohistoquimica, 0 que
evidencia o efeito anti-inflamatorio da fragdo polissacaridica. Mais ainda, esses resultados
corroboram com os obtidos a partir de extratos das folhas de P. edulis com inibicdes de
citocinas pro-inflamatorias TNE-alta. interleucinas e 6xido nitrico (NO) (MONTANHER et
al. 2007). Uma superproducdo de NO devido a expressio de iNOS, aliada a agao dos
compostos reativos de oxigenio, desencadeia importantes eventos em varios modelos de
inflamacdo (MONCADA er al. 1991: NATHAN. 1996). Inibidores farmacologicos de NO e
também da ativacdo do gene para iNOS sdo relatados por reduzir o desenvolvimento da
resposta inflamatoria (SALVEMINI et al, 1996).

Resultados similares aos obtidos com o tratamento com PFCM foram divulgados
por Alarcon-Aguilar ef al (2010) a partir da utilizagdo de um polissacarideo isolado de
Psacalium peltatum. A amostra, dotada de agao hipoglicemiante quando administrada a ratos
diabéticos. reduziu significativamente a presenca de TNF-alfa. Segundo os autores, essa
propriedade esta relacionada com o aumento na concentracdo de interleucina-10 (IL-10), um

agente anti-inflamatério natural e um indicativo de efeitos benéficos ao sistema imune.
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Relacionando o quadro diabético ao processo inflamatério em diabetes tipo 2, a
depressdo na secre¢ao ou agdo da insulina implica em uma hiperglicemia cronica gerando
glucototoxicidade, que aumenta a producdio de espécies reativas de oxigénio, as quais atuam
elevando a secrecio de citocinas pro-inflamatorias como o proprio TNF-alfa (WRIGHT et a,
2006). A ativacdo destas citocinas pro-inflamatorias causa uma inflamagao croénica por
desequilibrar a producao de agentes anti-inflamatérios naturais (GUERRE-MILLO, 2004).

Tem sido proposto que o TNF-alfa e a enzima 6xido nitrico sintase induzida
(iNOS) estdo envolvidos na patogénese de resisténcia a insulina relacionada a obesidade em
diabetes tipo 2. A expressao dessas citocinas pro-inflamatdrias ¢ pouco regulada em modelos
de diabetes tipo 2 (MOLLER, 2000).

O TNF-alfa foi a primeira citocina reconhecidamente associada com a resisténcia
a insulina (MOLLER, 2000). Essa molécula possui a habilidade de amplificar a fosforilagdo
em residuos de treonina ou serina no receptor de insulina. Esta mudanga no padrao de
fosforilagdo causa resisténcia a insulina (EVANS, 2007; STEINBERG, 2007;). Da mesma
forma, iNOS é considerada uma das provaveis moléculas capézes de mediar a resisténcia a
insulina estando relacionada a inflamagdo (FUIIMOTO et al, 2005). Produtos de vias que sao
reguladas pela iNOS tém implicacao em varios eventos da cascata de inflamagao incluindo
exsudacio do plasma e migra¢do celular (C UZZOCREA et al, 2000). Além disso, as
tiazolidinodionas. uma classe de sensibilizadores a insulina, suprimem a expressdo de iINOS
in vivo e in vitro (MAGGI ef al, 2000). Assim, tem-s¢ proposto que a inibicao da expressao
desta enzima esteja relacionada a0 mecanismo de agdo dos sensibilizadores de insulina (DA

ROS er al. 2004; PILON ef al, 2004).
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6. CONCLUSOES

A fracio de polissacarideos isolada da casca dos frutos de Passiflora edulis
(PFCM) foi capaz de reduzir significativamente os niveis séricos de glucose, colesterol total e
triglicérides, além de reduzir as quantidades plamaticas de aspartato aminotransferase (AST) e
alanina aminotransferase (ALT) em ratos com diabetes induzido por aloxano apods tratamento
por via oral durante cinco dias.

A fracdo obtida € dotada de atividada anti-inflamatéria como evidenciado pelos
testes de edema de pata induzido por carragenina em ratos ¢ edema de pata induzido por
formalina em camundongos, onde PFCM foi eficiente em reduzir o volume dos edemas, da
segunda a quarta horas, em animais previamente tratados com a fracdo e que receberam
injecdo intraplantar de carragina a 1%. A amostra também reduziu significativamente o tempo
de lambedura da pata na segunda fase do teste da formalina. Além disso, através da utilizacio
de testes imunohistoquimicos em secgoes das patas dos animais tratados com carragenina,
observou-se redugdo significativa do fator de necrose tumoral (TNF-a) e da mieloperoxidase
(MPO), duas importantes citocinas pro-inflamatorias relacionadas aos processos de mediacdo
da inflamagdo. PFCM também foi capaz de inibir a secrecdo de neutrofilos in vitro.

Os resultados obtidos a partir do tratamento com a fracdo de polissacarideos
isolada da casca dos frutos de Passiflora edulis (PFCM) em ratos com diabetes induzido por
aloxano sugerem que o consumo diario da farinha das cascas do fruto de P. edulis pode ajudar
a manter o controle glicémice e a diminuir os niveis de colesterol total ¢ de triglicerideos,
sugerindo esta espécie como uma opc¢ao de tratamento alternativo para o diabetes mellitus tipo
2. E possivel que o mecanismo de acdo da fracdo isolada sobre o quadro diabético
apresentado pelos animais esteja relacionado a um aumento na sensibilidade & insulina.

A fragdo de polissacarideos pécticos isolada ¢ responsavel pelas propriedades
hipoglicemiantes e hipolipidémicas observadas no modelo animal de diabetes. Além disso, a
significativa acdo anti-inflamatoria detectada pode sugerir PECM como um novo candidato
terapéutico com um espectro de atividade similar a anti-inflamatorios nao-esteroidais como a
indometacina, e, certamente capaz de exercer um envolvimento importante no efeito anti-

diabético observado.



CONSIDERACOES FINAIS

v" Os dados analiticos e espectroscopicos determinados para PFCM, obtida da casca dos
frutos de Passiflora edulis na auséncia de condigées acidas e sob aquecimento,
evidenciam um heteropolissacarideo de natureza péctica com estrutura quimica

composta predominantemente por Ramnogalacturonanas do tipo L.

v A fragdo polissacaridica apresentou valores de massa molar e um baixo percentual de
esterificagdo condizentes com os encontrados em outras pectinas extraidas de P. ediilis

sob diferentes condi¢des de pH e temperatura.

v A fragdo polissacaridica obtida de Passiflora edulis ndo exibiu atividade citotoxica
contra linhagens de células tumorais in vitro. Contudo, PFCM possui efeitos
antitumorais in vive sem toxicidade expressiva como observado nas analises
histopatologicas, que revelaram alteragdes celulares em alguns orgaos, porém todas

potencialmente reversiveis.

v O padrao de acdo observado na atividade antitumoral de PFCM ¢ semelhante ao de
polissacarideos obtidos de outras fontes, inclusive substincias de natureza péctica,
através da ativacdo do sistema imune. Assim, a atividade observada para PFCM pode

estar relacionada as propriedades imunoestimulantes.

v" Os resultados obtidos a partir do tratamento com PFCM em ratos com diabetes
induzido por aloxano sugerem que o consumo diario da farinha das cascas do fruto de
P. edulis pode ajudar a manter o controle glicémico e a diminuir os niveis de
colesterol total e de triglicerideos, sugerindo esta espécie como uma opcao de

tratamento alternativo para o diabetes mellitus tipo 2.

v Os polissacarideos pécticos obtidos sdo  responsaveis pelas propriedades
hipoglicemiantes e hipolipidémicas observadas no modelo animal de diabetes. Além
disso, a significativa acido anti-inflamatoria detectada pode sugerir PFCM como um
novo candidato terapéutico com um espectro de atividade similar a anti-inflamatorios
nao-esteroidais como a indometacina, ¢ com envolvimento importante no efeito anti-

diabético observado.
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