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RESUMO

Polissacarídeos de Passiflora ecliilis fo. Flavicarpa O. Deg., Passifloraceae: Estudo
Químico-Estmtural e Avaliação dos Efeitos Antítumoral, Antidiabético e Anti-

inflamatório
Draulio Costa da Silva

Estudos indicam que os carboiclratos considerados fibras alimentares protegem contra
doenças cardiovasculares, obesidade e diabetes. Essas moléculas são consideradas
íam^acologicamente ativas uma vez que modificam a resposta biológica, inclusive
nielhorando a resposta imunológica, sendo relatadas por reduzirem os riscos de
desenvolvimento de alguns tipos de câncer. O maracujá (Família Passifloraceae) é uma
planta típica de climas tropicais e objeto de diversos estiidos na área farmacológica. A
casca do fmto é rica em carboiclratos fontes de fibra, principalmente pectinas. Neste
trabalho, objetivou-se o isolamento e caracterização químico-estrutural de uma fração
polissacaridica da casca do maracujá amarelo (Passiflora ediilis fo. Flavicarpa O. Deg.)
e a avaliação dos efeitos antitumoral, antidiabético e anti-inflamatório em modelos
animais. A fração denominada PFCM foi obtida por extração em água (3% p/v) sob
aquecimento (90 - 100 °C), na ausência de condições ácidas, e caracterizada por
microanálise, espectroscopia na região do infravermelho (FT-IV), ressonância
magnética nuclear (RMN) e cromatografía de exclusão molecular de alta performance
(HPSEC). O componente majoritário de PFCM foi o ácido galacturômco (44,2 g/lOOg)
ligado por ligações (1^-4) (esterificado e não-esterifícado). Açúcares neutros como
arabmose (11,8 g/lOOg), glucose (11,8 g/lOOg), ramnose (10,6 g/lOOg), manose (9,0
g/lOOg), fticose (1,6 g/lOOg), xilose (3,6 g/lOOg) e nbose (1,3 g/lOOg) foram
encontrados. A amostra de PFCM teve niassa molar (8 x IO4 g/mol) similar ao de
pectinas extraídas de P. edulis sob condições ácidas. O teor de proteína foi de 3%.
Estmti.iralmente, PFCM apresenta uma cadeia linear composta de homogalacturonanas
(HG) e ramnogalacturonanas do tipo I (RG-1) com uma baixa razão ácido
galacturônico/ramnose, e um baixo grau de esterifícação (26,2 ± 0,8 mol%). Quando
tratados com PFCM (10 ou 25 mg/kg, i.p e 50 ou 100 mg/kg, v.o. durante setes dias),
camundongos transplantados com células malignas de Sarcoma 180 mostraram inibição
do crescimento do tumor variando de 40,59 a 72,89% dependendo da dose e via de
administração (oral ou intraperitoneal). Análises hematológicas e histopatológicas nos
animais mostraram que PFCM aumenta em número, os tipos celulares envolvidos nos
mecanismos de defesa primária, e que nenhuma alteração significativa nos parâmetros
bioquímicos (ALT, AST e ureia) foi observada. Mais ainda, eventos característicos de
lesões nos órgãos (rins e fígado, por exemplo) nos animais inoculados com S-180
apresentaram-se potencialmente reversíveis nos grupos tratados com PFCM. Além
disso, o tratamento com PFCM aumentou o peso do baço e reduziu a leucopenia quando
comparado com a droga padrão, 5-fluorouracil, o que sugere uma relação
imunoestimulante corn a ação antitumoral obseivada. Também foram avaliados os
efeitos de PFCM na glicemia, níveis de triglicérides e colesterol total no plasma de ratos
com diabetes induzido por aloxano. Ratos machos foram divididos nos seguintes
gmpos: controle diabético e diabético tratado oralmente com PFCM durante 5 dias.
glibenclamida (Gli) e metformina (Met) foram usadas como drogas de referência.
Quarenta e oito horas após a administração de aloxano, parâmetros sanguíneos foram
detemiinados (antes do tratamento) e novamente após o quinto dia (após tratamento).
PFCM (2 - 100 mg/kg, v.o.) diminuiu os níveis de glucose, triglicérides e colesterol
total nos ratos diabéticos (reduções de até 65, 74 e 43%, respectivamente). De maneira a
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avaliar a relação entre diabetes e inflamação, 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 avaliação in vitro da secreção de mieloperoxidase
(MPO) por neutrófilos humanos. PFCM reduziu o volume do edema de pata da segunda
à quarta horas (31, 42 e 76%, respectivamente) e o tempo de lambedura da pata em
camundongos durante a segunda fase do teste da fonnalina (até 89%), além de reduzir a
secreção de mieloperoxidase (até 62%). Nos experimentos de edema de pata induzido
por carragenina, as patas foram dissecadas para determinação imunohistoquímica do
fator de necrose tiimoral (TNF-a) e da óxido nítrico sintase induzida (iNOS), duas
citocinas inflamatórias com concentrações caracteristicamente elevadas em diabéticos.
Observou-se que PFCM diminuiu parcialmente, a produção de TNF-a e iNOS além de
inibir significativamente, a migração de neutrófilos para o local de inflamação. Em
conclusão, os dados obtidos indicam que na estrutura de PFCM, a porção HG está em
proporção menor do que RG-I, e que os efeitos antitumorais encontrados estejam
relacionados a propriedades imuno-estimulantes. Os resultados de atividade
antidiabética indicam PFCM para uso potencial como tratamento alternativo para o
diabetes tipo 2. Além disso, as propriedades anti-mflamatónas podem estar envolvidas
na ação antidiabética observada.

Palavras-chave: polissacarídeo de Passiflora echilis, pectina, caracterização,
propriedade antitiimoral, efeitos antidiabetico e anti-inflamatório, citocinas
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ABSTRACT

Polysaccharide ofPassiflora edulis fo. Flavicarpa O. Deg., Passifloraceae: Chemical
stmcture study and evaluation ofAntitiimoral, Antidiabetic and Anti-inflammator;''

effects
Draulio Costa da Silva

k,-

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 phamiacology. The skin of the imit is rich in carbohydrates
sources of fiber, especially pectin. This work purposes to isolate and characterize
stmcturally and chemically a polysaccharide fraction from the bark of yellow passion
fmit (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 water extraction (3% p/v) under heating (90 - 100 °C) without acid
conditions and characterized by microanalysis, infrared spectroscopy (FT-IV), nuclear
magnetic resonance (NMR) and highperfomiance size-exclusion chromatography
(HPSEC). The major component in-PFCM was galacturonic acid (44,2g/100g) linked by
connections (1-] 4) ( esterifíed and unesterifíed). Neutral sugars such as arabinose (11,8
g/lOOg), glucose (11,8 g/lOOg), rhamnose (10,6 g/lOOg), mannose (9,0 g/lOOg), facose (
1,6 g/lOOg), xilose (3,6 g/lOOg) and ribose (1,3 g/lOOg) were found. The PFMC sample
had a similar molar mass (8 x 10 g/moi) to that of pectin extracted from Passiflorci
ediilis 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 galactiironic/rhamnogalactLironan ratio and a low esterifícation level
(26,2 ± 0,8 mol%). When treated with PFCM (10 ou 25 mg/kg, i.p e 50 ou 100 mg/kg,
v.o. during seven days), 180 sarcoma transplanted rats showed a Uimor 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 of organs' damages (kidney and liver.
for example) in S-180 inoculated animals, shows potentially reversible in PFMC treated
groups. Besides, PFMC treatment increased the spleen weight and reduced leukopenia
when compared with the standard dmg, 5-fluorouacil, that suggests a immunostimulant
relation with anti-Uimor action obsen/ed. 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 control and PFMC
orally treated diabetic during 5 days. Glibenclamide (gli) and Metformin (Met) were
used as reference dmgs. Forty-eight hours after alloxan administration, blood measures
were detemiined (before treatment) and again after the fifth day (after treatment).
PFMC (2-100 nig/kg, v.o.) 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 fomialin 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 detennination 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 PFMC partially reduced TNF-u and iNOS production, besides importantly suppress
neutrophils' migration to the inflammation place. To conclude, obtained data indicate
that in PFMC stmcture, 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 PFMC has potential as an alternative treatment for type 2
diabetes. Besides, its anti-inflammatory properties are probably involved in its observed
antidiabetic action.

Keywords: Passiflora edulis polysaccharide, pectin, characterization, antitamor
properties, antidiabetic and anti-inflammatory effects, cytokines
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> Apresentação da pesquisa

As indústrias de medicamentos empregam os dados da pesquisa científica para a

descoberta de possíveis novas fontes de substâncias terapêuticas, através da síntese de
produtos mais eficazes para o tratamento das diferentes patologias que acometem a sociedade

moderna. Atiialmente, a pesquisa por novas terapias emprega informações da medicina
popular, principalmente através do uso das chamadas plantas medicinais. Um processo
observado nas últimas décadas é o de ampliação do uso de produtos originados diretamente de

plantas pela população, sobretudo nos países em desenvolvimento, onde são muito
empregadas na fornia de chás, infusões e extratos (RATES, 2001; Dl STASI et al, 1994) '.
Dentre as diversas atividades e propriedades biológicas detectadas em componentes de

plantas, aquelas possuidoras de efeitos anticâncer e antidiabético são objetos de amplas
discussões e análises nos últimos anos.

A síndrome metabólica característica do estado diabético é um fator bastante

representativo como problema de saúde pública mundial. O diabetes configura um cenário

preocupante, representando uma entre as dez maiores causas de morte nos países ocidentais
(NEGRI, 2005). Segundo levantamento da Organização Mundial de Saúde, aproximadamente
3,8 milhões de pessoas no mundo morreram vítimas de doenças relacionadas ao diabetes em

2007, o que representa mais que 6% do total de óbitos. As estatísticas de descrição da
incidência de morte em pacientes acometidos pela doença costumam subestimar a mortalidade
por diabetes, isto porque apenas uma minoria de pessoas diabéticas morre de uma causa

relacionada a uma única condição, como cetoacidose ou hiperglicemia. Cerca de 50% morrem

de doença cardiovascular e de 10a 20% de insuficiência renal, derivadas de complicações da

doença (MORRISH et al, 2001). Estima-se que l (um) entre 14 (catorze) adultos terá diabetes

em 2030. Serão 360 milhões de diabéticos em menos de vinte anos (WILD et al, 2004).

No Brasil, no ano de 2007, 5,8% cia população entre 20 e 79 anos eram diabéticos.

Para 2025, a previsão é que esse percentiial suba para 11,4%. O país deve triplicar o número

de diabéticos e subir duas posições no ranking mundial, (OMS, 2009).

Embora estudos epidemiológicos mostrem que essa prática também ocorre em países desenvolvidos como
Estados Unidos e França, nos quais estratos ou princípios ativos de plantas eqiiivaliam 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 incidência acarreta em custos elevados

para os órgãos públicos. A OMS prevê que entre os anos de 2005 e 2015, haverá perda líquida

da ordem de bilhões de dólares devido aos gastos com diabetes e doenças cardiovasculares em

diversas nações. No Brasil, este valor está previsto em $49 bilhões. Estas perdas decorrem da

morte prematura das pessoas com a doença e da ineficiência de alguns dos tratamentos usuais.

Um perfil semelhante é observado em relação aos tratamentos do câncer que se fínna no

cenário da saúde mundial como o responsável pelo maior número de mortes (OMS, 2009).

Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), anualmente cerca de 7,6

milhões de pessoas morrem no mundo devido a problemas relacionados ao câncer, contra 2,8

milhões de vítimas da AIDS. Mais de sete milhões ou 13% das cinquenta e seis milhões de

mortes no ano de 2005 ocorreram devido a algum tipo de câncer. No Brasil os mais

incidentes, seriam os cânceres de próstata e pulmão no sexo masculmo, e de mama e colo de

útero nas mulheres (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2009).

Vale ressaltar que as perdas relacionadas ao diabetes e câncer não são apenas de

aspecto económico, mas também de caráter social onde a redução na qualidade de vida pode

refletir efeito prejudicial de magnitude similar. Assim, a procura pela melhoria na qualidade

de vida de pessoas acometidas pela doença promove a utilização de diversos produtos

natiirais, devido ao maior e mais fácil acesso à população, por serem derivados, na grande

maioria das vezes, de plantas locais (RATES, 2001; GOTTILIEB; KAPLAN, 1993).

A pressão sócio-económica exercida pelo diabetes e pelo câncer motiva diversos

pesquisadores e organizações públicas e privadas a investirem na procura por novas drogas

mais efetivas e capazes de amenizar os efeitos destas doenças. Dos diversos compostos

químicos obtidos de vegetais com propriedades biológicas importantes, os polissacarídeos

mostram-se como feiTamentas farmacológicas potenciais, uma vez que possuem amplo

espectro de propriedades terapêuticas com baixa toxicidade (PAULSEN, 2001; TZIANABOS,

2000).

Estudos indicam que os carboidratos considerados fibras alimentares protegem

contra doenças cardiovasculares, obesidade, diabetes e câncer (LYON; REICHERT, 2010;

MELLO; LAAKSONEN, 2009). Alguns tipos de fibra vegetal, sobretudo os de natureza

péctica, são relatados por seus efeitos benéficos à saúde, na medida em que diminuem os

níveis de açúcares (hipoglicêmicos) e lipídeos (hipolipidêmicos) plasmáticos, além de

proporcionarem reduções na absorção de elenientos tóxicos e melhorarem o trânsito

gastrointestinal (JANEBRO et al, 2010; PROSKI, 2000; DANSB, 1998; CHAU; HUANG,

\
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2005). Essas moléculas são consideradas fannacologicamente ativas uma vez que modificam

a resposta biológica, inclusive melhorando a resposta imunológica (LEUNG et al, 2006).

Polissacarídeos pécticos obtidos de plantas também são relatados por seu

potencial imunorregulador, além de imunoadjuvante com efeitos moduladores m vivo e in

vitro sendo vistos como ferramentas interessantes para o estiido de neoplasias (PAULSEN,

2001; INNGJERDINGEN et al, 2005). E conhecido que tais moléculas podem reduzir os

riscos de desenvolvimento de algiins tipos de câncer (NANGIA-MAKKER et. al, 2002;

JACKSON et al, 2007; AZÉMAR et al, 2007; GLINSKY; RAZ, 2009).

> Fibra alimentar e ação terapêutica

<

A química dos polissacarídeos tem influência direta nos métodos de extração e

puriiïcação (LEUNG et al, 2006). Como exemplo, a celulose, o polissacarídeo mais

abundante na natureza, cuja estmtora química é caracterizada por uma cadeia linear de

unidades de glucose ligadas entre si por ligações glicosídicas do tipo P (l-^-4), o que impede

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

No entanto, o fato de polissacarídeos complexos como a celulose, serem não

digeríveis, não significa, necessariamente, que não possuam outras propriedades importantes

além do fornecimento da energia contida em suas ligações químicas, a qual não pode ser

aproveitada por nós, por exemplo. Por não possuirmos enzimas capazes de digerir tais

polímeros, é possível que a maioria deles passe através do trato gastrintestinal com poucas

alterações em suas estruturas, rediizindo o tempo de trânsito do bolo alimentar e aumentando

o volume fecal, o que pode alterar a absorção de nutrientes e manter toxinas ligadas

impedindo, assim, sua absorção (A.A.C.C-, 2001).

Antigamente, os carboidratos eram considerados simplesmente por sua fiinção de

íbmecimento de energia. Embora isso represente o maior papel dessas moléculas na dieta,

carboidratos mais complexos ou pobremente absorvidos pelas células intestinais podeni

também reduzir os níveis glicêmicos e afetar o metabolismo lipídico (VANDERHOOF,

1998).

Certos carboidratos sofrem a ação da microbiota intestinal com o processo de

fermentação, aumentando a produção de compostos voláteis (metano, hidrogénio e dióxido de

carbono) além de ácidos graxos de cadeia curta. Após absorvidos são transportados pela via
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entero-hepática e iniciam importantes eventos nutricionais e fisiológicos, atuando inclusive,

como agentes benéficos sobre o desenvolvimento de doenças cardiovasculares, úlceras,

constipações, apendicites, obesidade, alguns tipos de câncer e diabetes mellitiis (KHATTAK,

2002).

Segundo a A.A.C.C. (2001), a expressão fibra alimentar refere-se a carboidratos,

de partes comestíveis de plantas, resistentes à digestão e absorção nas células intestinais

humanas, sofrendo completa ou parcial fermentação ao longo de sua passagem pelo trato

intestinal. Nessa categoria estão incluídos polissacarídeos, oligossacarídeos, lignina e

substâncias associadas. Essas moléculas são hoje classificadas, de acordo com sua

solubilidade em água, em solúveis e insolúveis, sendo capazes de desempenhar efeitos

fisiológicos benéficos, dentre os quais se inserem a ação laxativa e a diminuição dos níveis de

colesterol e glucose plasmáticos.

As propriedades físicas e químicas e a fermentação da fibra alimentar são

consideradas fatores determinantes nos efeitos fisiológicos e no impacto metabólico que a

mesma exerce quando ingerida. As fibras podem .ser quase completamente fermentadas no

cólon produzindo ácidos graxos de cadeia curta. Embora se cüiiheça pouco sobre sua

implicação e mecanismo de ação, esses ácidos podem inibir a síntese de colesterol no fígado e

incrementar a depuração de LDL através de sua viscosidade e capacidade de proteção da

mucosa intestinal, interferindo na absorção dos lipídios ou reduzindo a glicemia pós-prandial

e o estímulo para a síntese hepática de colesterol (GUILLON; CHAMP, 2000).

A solubilidade possui profundos efeitos na função da fibra alimentar.

Polissacarídeos solúveis viscosos podem impedir a digestão e a absorção de nutrientes no

intestino. A habilidade da fibra de ligar-se quimicamente e reter ácidos biliares sugere um

mecanismo pelo qual, certas fibras podem apresentar propriedades hipocolesterolêmicas

(GUILLON; CHAMP, 2000).

Quanto à relação entre triglicérides e fibras alimentars, já em 1987, Miettinen

sugeriu que a redução dos níveis dessa classe de lipídios no plasma resulte de uma

interferência direta em sua absorção devido às fibras, o que pode ser evidenciado por uma

maior excreção de triglicérides nas fezes. Desde então, a propriedade das fibras alimentars em

diminuírem os níveis de triglicérides plasmáticos tem sido relatada (PARKS, 2001;

APRIKIAN et al, 2003; RAMOS et al, 2008; PAPATHANASOPOULOS; CAMILLERI,

2010; VILLANUEVA et al, 2011).

Alimentos fLincionais são alimentos naturais ou modificados, ou ingredientes da

alimentação que proporcionam algum benefício à saúde, seja na prevenção e/ou tratamento de

í
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patologias, além da função básica de participação no metabolismo primário (CRAVEIRO;

CRAVEIRO; QUEIROZ, 1999). As fibras originadas de plantas podem ser consideradas

alimentos funcionais por proporcionarem benefícios à saúde, tais como: noi-nialização do

tempo gastrointestinal, prevenindo diverticulites e constipação, câncer de cólon, promovendo

saciedade, ajudando na redução de peso, propriedades essas que têm sido creditadas às fibras

insolúveis; e diminuição de colesterol e controle de glicemia, derivadas possivelmente, da

ação de fibras hidrossolúveis (PROSKI, 2000; DANSB, 1998). Por outro lado, a

incrementação de fibras em alimentos naturais, ou mesmo industrializados, atilando como

suplemento alimentar, também representa a formulação de um alimento funcional. Alimentos

com elevados teores de fibra alimentar e p-glucanas são considerados produtos de grande

importância do ponto de vista nutricional (GIUNTrNI et al, 2003).

Sob esse aspecto, o incentivo ao consumo de produtos vegetais representa uma

maneira de proporcionar à população uma dieta rica em fibras e a possibilidade de usufmir

dos benefícios que tais alimentos possam oferecer. Giuntini et al (2003) destacam a grande

quantidade de alimentos convencionais ou não, de uso regional em países ibero americanos,

que são importantes do ponto de vista nutricional e como fonte de fibra alimentar. Esses

alimentos, tomando-se mais conhecidos, podem ser admitidos enquanto uma alternativa capaz

de eiuiquecer as dietas habitiiais. Segundo os mesmos autores, lima elevada quantidade de

produtos residuais da atividade industrial em diversos países, constitui uma fonte importante

de fibra (TABELA l) e poderiam ser inseridos gradativamente no consumo alimentar da

população. Além disso, o aproveitamento de subprodutos industriais alia o aspecto económico

e ambiental à produção de alimentos de boa qualidade nutricional e comprovadamente

benéficos à saúde.

Como definição, Slavin (2003) sugere que fibra alimentar é comosta de

carboidratos não-digeríveis, e lignina, originados de plantas. Dentre esses, os que apresentam

algum efeito fisiológico benéfico em humanos enqziadram-se como fibras fLincionais,

enquanto a soma destas duas classes constitui a fibra total.

Nem todas as fibras produzem o mesmo efeito. A lignina, um polímero fenólico

derivado da madeira de troncos, sementes de fmtos e na camada externa de cereais, tem efeito

hipocolesteroiêmico, enquanto a celulose não apresenta a capacidade de reduzir os níveis de

lipídios, embora a celulose cristalina possa reduzir a concentração de glucose no plasma em

ratos por promover um aumento na viscosidade durante a digestão (TAKAHASH1 et al,

2005).
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A ação das fibras no controle do colesterol relaciona-se às propriedades físico-

químicas (retenção de água, retenção de gordura, viscosidade e solubilidade) (GIUNTINÏ et

al, 2003). Por outro lado, o consumo de pectina, um polímero presente na parte branca da

casca de diversos frutos, exibe efeitos muito positivos na redução dos níveis de glicemia.

Gomathy et al (1990) isolaram a pectina do talo de Musa sapientiim e demonstraram sua ação

liipoglicêmica em ratos normais. Após administração evidenciou-se um aumento na

concentração de glicogênio no fígado, o que demonstra uma elevação na atividade da enzima

glicogênio sintetase. Outro trabalho realizado por Kim (2005) atestou a capacidade de

pectinas com alto grau de rnetoxilação diminuírem efetivamente a absorção intestinal de

glucose.

TABELA l - Teor de fíbra alimentar total (FAT) em resíduos de alimentos
::ÍffÍÍIi:' : r'i^

Cuba

Chile

Colombia

Cuba

Colombia

Cuba

Chile

Brasil

Brasil

Chile

México

Chile

Brasil

Brasil

Abacaxi(casca)

Tremoço (farelo)

Maracujá (casca)

Cevada (resíduo)

Milho (torta)

Soja(casca)

Trigo (farelo)

Milho (casca)

Arroz (farelo)

Tremoço (farinha)

Beterraba (bagaço)

Aveia (farelo)

Cenoura (folha, crua)

Banana (casca)

85,2

85,14

82,1

70,3

68,4

65J
44,5

39,78

24,34

23,42

22,6

13,5

7,91
4,92

?

Adaptado de GIUNTIN1 et al (2003)

Fibras alimentars são relatadas por seus efeitos hipoglicêmicos inclusive em

indivíduos diabéticos (GIACO et cd, 2000; SINGH et al, 2005; BENNETT et al, 2006;

K/^YODE et al, 2009; WOLFRAM; ISMAIL-BEIGI, 2011).

\'
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Por outro lado, tem-se demonstrado a propriedade das fibras de atuarem como

moduladores da resposta imunológica (LEUNG et al, 2006), sendo capazes de induzir

respostas fisiológicas benéficas frente a diferentes tipos de câncer (SCHEPETKIN; QUINN,

2006; KIM et al, 2007; LI et al, 2007; CHENG et al, 2010; RAMBERG et al, 2010).

Nos vegetais, a maioria dos polissacarídeos encontrados é relativamente não

tóxica e apresenta poucos efeitos colaterais, o qual é o maior problema associado a compostos

sintéticos. Esses dois fatores em conjunto tomam os polissacarídeos extraídos de plantas,

fen-amentas interessantes para terapia antitumoral e imunomodulatória (OVODOV, 1998;

SHERENESHEVA et al, 1998). O uso desses polissacarídeos tem se mostrado bastante

promissor particularmente na terapia anticâncer devido à insatisfação generalizada com as

formas de tratamentos tradicionais, como a radio e quimioterapia que, apesar de ainda serem

as mais utilizadas, frequentemente apresentam efeitos colaterais e toxicidade para as células

saudáveis. O crescimento de tumores está intrinsecamente relacionado a imunodefíciência

(PRESTWICH et al, 2008). Dessa fonna, a busca por substâncias naturais capazes de

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

> Género Passi flora: aspectos gerais e estiidos farmacológicos

v

^

Tido como originado da América do Sul, o género Passiflora compreende cerca

de 500 espécies classificadas na família Passifloraceae. As espécies conhecidas populamiente

como maracujá estão distribuídas em regiões temperadas e tropicais do mundo, sendo muito

raras na Asia e Austrália (MCGUIRE, 1999).

As plantas do género Passi/lora apresentam aspecto arbustivo ou herbáceo. São

trepadeiras vigorosas, constituídas de muitas ramificações, com folhas geralmente, alternadas,

algumas vezes simples, lobadas ou palmadas. As flores podem ser bissexuais ou unissexuais e

chamam à atenção por suas cores e beleza exóticas, sendo muito utilizadas na ornamentação

(DHAWAN et. al, 2004).

Algumas espécies são comercialmente importantes na região dos trópicos, e

apreciadas por seus fmtos comestíveis, sendo a mais conhecida e comercializada a Pussiflora

eclulis (MCGUIRE, 1999). Essa espécie, conhecida populamiente no Brasil como maracujá

amarelo ou maracujá azedo, é uma das poucas frutas nacionais que apresentaram aumento no
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consumo domiciliar (aproximadainente 283%, durante os anos de 1987 e 1996) . É

caracterizada por sua resistência à moléstias e por sua grande produtividade, adaptando-se

facilmente ao clima tropical com a produção de fmtos maiores com melhor rendimento de

polpa para a fabricação de sucos na indústria (I.T.A.L., 1980).

O Brasil é um dos maiores produtores de maracujá. Das 150 espécies nativas do

Brasil, 60 produzem frutos que podem ser utilizados como alimento de maneira direta e

indireta. A espécie P. edidis é a mais cultivada e sua produção destina-se predominantemente

à produção de sucos (SILVA; MERCADANTE, 2002).

Devido à grande utilização da polpa do fmto na indústria de sucos, elevadas

quantidades da casca de maracujá são dispensadas e consideradas como resíduo de produtos

industriais. Empregar tais resíduos como matéria prima para obtenção de produtos de elevado

valor de mercado, como as pectinas, é uma fonna de conciliar a diminuição de elementos

poluentes com a obtenção e comercialização de elementos rentáveis financeiramente

(MADHAV; PUSHPALATHA, 2002; PINHEIRO et al, 2008; YAPO, 2009; KLIEMANN et

cd, 2009; KULKARNI; VUAYANAND, 2010).

A casca do maracujá compõe cerca de 52% da massa do fmto e apresenta

características e propriedades importantes para a fabricação de novos produtos alimentares

(MEDEMA, 1980). Dentre os polissacarídeos da parede celular da casca do maracujá, celulose

e pectinas são os principais componentes, sendo os polissacarídeos pécticos equivalentes a

19.1% do peso seco da casca (YAPO; KOFFI, 2006). Aliado a esse fato, o incremento de

pectinas como tipo de fibra alimentar aos alimentos naturais ou mesmo industrializados,

também representa a fomiulação de um alimento funcional (GIUNTFNI et al, 2003). Além

disso, foi demonstrado que a ingestão de pectinas contribui para a manutenção da homeostase

e representa fatores benéficos para a saúde sob diversos aspectos em casos de diabetes e

câncer.

Várias espécies do género Passiflora são usadas extensivamente na terapia

tradicional em muitos países. Diversos extratos de partes aéreas, bem como compostos

purificados da planta são descritos como possuidores de uma gama de propriedades

biológicas, fornecendo amplo espectro de ferramentas farmacológicas interessantes.

Dhawan et al (2004) realizaram uma extensa revisão bibliográfica sobre o género

Pussiflora e descreveram vários trabalhos com muitas espécies do género. Os autores citam

um grande número de constitiúntes fitoquímicos, como alcalóides, fenóis, glicosídeos, e

2Segundo IBGE, 1999
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compostos cianogênicos, os quais são referidos na literatura como importantes agentes

farmacológicos.

Espécies de Passiflora têm sido usadas como ansiolíticos, sedativos, diuréticos e

analgésicos (OGA et al, 1984). Fmtos de P. caerulea são tradicionalmente usados como

sedativos e ansiolíticos (HICKEY; KING, 1988). Essa mesma espécie foi usada como

vemiífügo, antiespasmódico, remédio para insónia, antimicrobiano e no tratamento de

doenças como pneumonia (ANESÍNT; PEREZ, 1993).

A espécie P. edulis é usada na medicina popular em diversas regiões do mundo

como sedativo, diurético, antihelmíntico, tónico e também, no tratamento da hipertensão,

sintomas desagradáveis da menopausa e cólica infantil, além de ser empregada como

estimulante digestivo, no tratamento de carcinomas gástricos, disenteria, constipação, histeria

e insónia (CHOFRA et al, 1956; KIRTIKAR; BASU, 1975; MORREY, 1993; WATT;

BREYER-BRANDWUK, 1962; JAMER. et al, 1999; NWOSU, 1999, citados por DHAWAN;

DHAWAN; SHARMA, 2004).

Extratos das folhas de Passiflora incaniata foram avaliados quanto a distúrbios

do sono em ratos. Contiido, nenhuma alteração signifícativa foi evidenciada no tempo de

latência dos animais (SH^OMYTA et al, 2005). Por outro lado, os extratos de P. incarnata

em associação com extratos de Piper methysticum, prolongaram o período de sono induzido

por barbitúricos (CAPASSO; SORRENTINO, 2005). Extratos metanólicos das folhas de P.

echiíis, ricos em polifenóis, administrados oralmente nas doses de 10 e 50 mg/kg, baixaram

significativamente a pressão sanguínea sistólica em ratos hipertensos (ICHIMURA et al,

2006).

Também são relatadas na literatura atividades antioxidantes de espécies de

Passiflora. Tomonnaro et al (2007) isolaram uma nova xiloglucana da casca dos fmtos de P.

ligiilares e evidenciaram o efeito antíoxidante do polissacarídeo. Talcott et al (2003) e Vasco;

Ruales; Kamal-Eldin (2008) demonstraram a atividade antioxidante elevada em frações da

casca de P. edulis e sugerem que a ação esteja relacionada à presença de polifenois. Efeito

antioxidante também foi relatado para extratos aquosos e etanólicos das flores de Passijloru

incarnata, sendo o extrato em álcool mais eficiente em neutralizar os radicais livres do que o

extrato obtido em água (MASTEIKOVA et al, 2008).

Ensaios de toxicologia pré-clínica em animais foram realizados com extratos de P.

incarnata. O tratamento em doses elevadas por l <SO dias não mostrou indícios de efeito tóxico

em nenhum parâmetro analisado. Segundo os autores, a utilização não oferece riscos à saúde

em humanos (TABACH et al, 2009).
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Trabalhos evidenciando a atividade anti-inflamatória de espécies do género

Passiflora também são encontrados na literatura (MONTANHER et al, 2006; GONÇALVES

FILHO et al, 2006; FRODE et al, 2007; VARGAS et al, 2007; MONTANHER et al, 2007).

Alguns estudos têm mostrado uma relação próxima entre inflamação e doenças metabólicas

como o próprio diabetes (LUCA; OLEFSKY, 2008; SNELL-BERGEON et al, 2010;

DEVARAJ et al, 2008; ZOZULINSKA; WIERUSZ-WYSOCKA, 2006; WU; WU, 2006;

UN et al, 2008; GOLDBERG, 2009; KING 2008). Nessa abordagem, alguns trabalhos

mostram o potencial hipoglicemiante e hipolipidêmico de espécies de Passiflora, analisados a

partir de diferentes órgãos da planta como folhas e sementes (EDWIN et al, 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 catiônica, promovendo a desestabilização de emulsões

lipídicas e diminuindo consequentemente, a diflisão e absorção de gorduras e colesterol nas

células intestinais. Também foi demonstrada pêlos autores uma alta capacidade de ligação à

glucose, diminuindo os níveis do açúcar disponível para absorção no intestino, e uma ação

inibidora da atividade a-amilásica.

Outro trabalho (DOYAMA et ül, 2005) relata a utilização de extratos aquosos das

folhas de P. aleita, conhecido como maracujá-doce. As amostras foram administradas em ratos

normais três vezes por semana durante 15 dias. Após esse período, amostras de sangue dos

animais foram colhidas e analisadas quanto aos níveis de glucose, colesterol, HDL, LDL,

triglicérides e peso coipóreo. Segundo os autores, as condições gerais e o comportamento dos

animais durante o experimento se mostraram normais e não foram obsei-vadas alterações em

relação às concentrações de glucose, triglicérides, colesterol e LDL, mas foram evidenciados

aumentos nos níveis de HDL.

Um estudo clínico com 36 voluntários saudáveis que fizeram uso da farinha da

casca de P. editlis durante 8 semanas atestou boa tolerância ao produto, sem o relato de

reações adversas. Ao final do ensaio, os resultados evidenciaram atividade hipoglicemiante e

hipolipidêmica com reduções tanto nos níveis de colesterol total quanto de ü-iglicérides

(MEDEIROS et til, 2009).

Ensaios clínicos para avaliar os efeitos da farinha da casca do maracujá amarelo

em pacientes diabéticos tipo 2 mostraram redução significativa na glicemia de jejum,

juntamente com reduções nos valores médios de hemoglobina glicada, além de reduzir os

níveis plasmáticos de triglicérides sem contudo, alterar as concentrações de colesterol e LDL

durante os sessenta dias de tratamento com a dieta. A fomuilação utilizada poderia, inclusive,
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ser empregada no tratamento paralelo ou como terapia alternativa para a síndrome metabólica

(JANEBRO et al, 2008; 2010).

Ramos e colaboradores (2007) avaliaram o efeito da farinha da casca de P. edulis

/ flavicarpa na redução do colesterol em um estudo clínico piloto com dezenove mulheres,

com idade entre 30 e 60 anos e apresentando hipercolesterolemia. O tratamento consistiu na

ingestão diária de 30 g da fariiiha da casca de maracujá por 60 dias. Após esse tempo, foi

observada uma redução nos níveis de colesterol total e colesterol LDL. Os autores sugerem

que a farinha da casca de maracujá seja utilizada na alimentação humana juntamente com os

alimentos ou como matéria prima na produção de outros produtos, com o objetivo de reduzir

o colesterol.

AtLialmente, a farinha da casca dos fmtos é utilizada como suplemento alimentar.

Considerada uma potencial fonte de fibras, principaünente pectinas (YAPO; KOFFI, 2006), a

farinha é consumida pela população 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 níveis de triglicérides relacionados ao quadro

diabético. Contudo, os estudos existentes são relacionados à utilização da farinha da casca dos

fmtos ou de extratos de partes aéreas da planta (JANEBRO et al, 2008; 2010; RAMOS et al,

2007), nenhum trabalho demonstrando a ação direta da fibra obtida a partir da casca do

maracujá foi relatado, o que revela uma carência de estudos que foquem a utilização de seus

carboiciratos constituintes e, mais ainda, é necessário analisar as características químicas

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

Poucos trabalhos na literatura científica abordam estudos de espécies de maracujá

frente a tipos de câncer. Ação antiproliferativa de extratos etanólicos de Passiflora foetida

contra células de adenocarcinoma foi avaliada por Moongkamdi et al (2004), que propuseram

um estudo mais aprofundado da atividade detectada. Rowe et al (2004) sugeriram que

componentes fítoquímicos presentes em fmtos de P. incarnatu estejam relacionados com a

atividade anticâncer detectada por esses autores. Células nomiais submetidas a tratamento

com agente carcinogênico foram incubadas com o suco obtido da polpa dos frutos. A amostra

foi eficaz em reduzir em tamanho e número, as células transfonïiadas. Segundo os autores,

compostos fítoquímicos presentes no suco seriam capazes de interferir no processo de

apoptose. Um segundo trabalho com essa mesma espécie revelou o potencial de um alcalóide

isolado a partir de extratos das flores, em reduzir a supressão pós-cirúrgica da atividade de

células NK, podendo assim, atuar como antimetástico (BEAUMONT et al, 2008).
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OBJETIVO GERAL

Caracterização químico-estrutural de uma fração polissacarídica obtida por extração a quente

em água e precipitação alcoólica a partir da casca dos fmtos de Passiflora edulis, avaliando

sua ação antitumoral em modelo animal de Sarcoma 180 e seus efeitos nos parâmetros

fisiológicos em ratos diabéticos.

i.

"..
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CAPÍTULO I

Caracterização químico-estrutural de uma fração polissacarídica isolada da casca dos
frutos de Passiflora edulis fo. flavicarpa O. Deg., Passilfloraceae.
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l. REFERENCIAL TEÓRICO

1.1. Pectinas

•';.

\

Carboidratos são polihidroxialdeídos ou polihidroxicetonas, ou substâncias

capazes de foiTnar tais compostos quando hidrolisadas. Constimem o grupo de biomoléculas

mais abundante na natiireza. Bilhões de toneladas de gás carbónico e água são, anualmente,

convertidas por plantas e algas, em celulose e em vários outros produtos vegetais. Certos

carboidratos, como açúcares simples e amido, são a base alimentar de organismos não-

fotossmtetizantes, sendo oxidados e utilizados em vias metabólicas para suprir a demanda

energética (LEHNINGER et al, 2006).

Essas moléculas podem ser agmpadas em três classes, de acordo com o seu

tamanho: monossacarídeos, os açúcares mais simples, constimídos por uma única unidade de

poliidroxialdeído ou cetona (glucose, galactose, xiiose, ácido galacturônico, raninose,

arabinose são exemplos); oligossacarídeos, compostos de cadeias curtas, fom^adas de

monossacarídeos unidos entre si por ligações glicosídicas, sacarose e fmtose, por exemplo; e

polissacarídeos. Estes últimos apresentam cadeias longas, lineares ou ramificadas, de centenas

a milhares de unidades de monossacarídeos (LEHNINGER et al, 2006).

A fornia ramificada ou linear como o composto se apresenta, constitiii sua

estnitijra espacial. O arranjo diversificado das moléculas de polissacarídeos permite às

mesmas adotar uma grande variedade de fomiias. A maneira como suas ligações químicas

estão fomïadas, dita, na maioria das vezes, as propriedades e papéis biológicos que possuem e

desempenham (LEUNG et ul, 2006).

A matriz extracelular das plantas é formada principalmente por água, proteínas e

uma mistura de polissacarideos complexos, dentre os quais se destacam pectinas, celulose e

hemicelulose (RAVEN et al, 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 e estágio de maturação (LEUNG et al, 200o).

Pectinas são polissacarídeos com alto grau de solubilidade em água, ricos em

ácido galactiirônico o que lhes confere um caráter ácido (LEUNG et al, 2006). São

considerados polissacarídeos formados de hidrocolóides com ocorrência natural em plantas
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superiores, sendo muito usadas na indústria de alimentos devido a sua capacidade de formar

géis e atilarem como estabilizante e emulsifícante (WINNING et al, 2007). Na célula, as

pectinas estão relacionadas com proteção e com a manutenção do meio iônico, modificando a

difi-isão de ions pela parede celular e regulando sua porosidade (BUCKERIDGE, TINE,

2000).

Quimicamente, pectinas são misturas de polissacarídeos complexos com a

predominância de homogalacturonanas (HG) podendo também ser constituídas por

ramnogalacturonanas (RG) (FIGURA. 1.1). Contém 10% ou mais de substâncias orgânicas,

compostas de arabinose, galactose ou outros açúcares neutros como glucose, ramnose e xilose

(MADHAV; PUSHPALATHA, 2002; YAPO; KOFFI, 2006), podendo também apresentar

açúcares raros tais como apiose (DARVILL et al, 1978), ácido acérico (ou 3-Ccarboxi- 5-

deoxi-L-xilose) (SPELLMAN et al, 1983), 2-0-metil-íücose (BARRETT; NORTHCOT,

1965; DARVILL et al, 1978), 2-0-metíl-xilose (BARRETT; NORTHCOT, 1965; DARVILL

et al, 1978), Kdo (ácido 2-ceto-3-deoxi-D-mano-octiilosônico) (STEVENSON et al, 1988) e

Dha (ácido 3-deoxi-D-lixo-2-heptiilosárico) (FIGURA 1.1) (YORK et al, 1985).

As homogalacturonanas são tipicamente polímeros lineares com unidades

repetidas de ácido galacturônico unidas por ligações glicosídicas ct-(l—>4), formando longas

cadeias (CAPEL et al, 2006), nas quais gmpos ácidos podem estar metil-esterifícados ou 0-

acetiladas em C-2 e C-3. Em cada caso, o percentual de esterifícação é expresso como grau de

metoxilação (DM) e grau de acetilação, respectivamente (LEVIGNE et al, 2002). Pectinas

com DM equivalente a 14% e médias de esterifícação entre 50 e 80% são consideradas como

altamente metoxiladas, por outro lado, as que apresentam DM máximo de 7% ou grau de

esterificação menor que 50% são classificadas como de baixo grau de metoxilação (LIMA et

al, 2010). A qualidade do gel formado pela pectína é dependente de seu conteúdo metoxil

(MADHAV, 2002).

Ramnogalacturonanas constituem a região ramificada das pectinas sendo

divididas em dois tipos: ramnogalacturonanas I (RG-Í) e ranmogalacturonanas II (RG-II).

RG-I consiste de uma cadeia principal de unidades alternantes de ácido D-galacturônico

ligadas por ligações glicosídicas a-( 1—^4), e ramnose ligadas por a-( 1-^2), a qual se ligam

cadeias laterais neutras tais como arabinanas e arabinogalactanas (De VRIES, 1988). RG-II é

o menor e mais complexo polissacarídeo péctico das paredes celulares vegetais (PELLERBM

et al, 1996). Contém uma alta proporção de unidades de ramnose ligadas (1-^3) e (l—>2,3,4)

como unidades temiinais (VORAGEN et al, 1995).
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Fig. 1.1- Esquema representativo da estrutura básica de pectinas. Ilustração da estrutura convencional
evidenciando a cadeia linear composta de ácido galacturônico e, em determinadas regiões, a
alternância de ácido galacturônico e ramnose. Também estão ilustradas as cadeias laterais de
açúcares neutros, além de alguns açúcares raros como apiose e ácido acérico. Ligados à cadeia
principal encontram-se grupos metil e acetil esterifiados à unidades de ácido galacturônico.
Fonte: http://www.jbei.org/images/feedstocks/pectin_structure.png.
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As arabinanas são polissacarídeos que apresentam uma cadeia principal de

unidades füranosídicas de L-arabinose unidas por ligações glicosídicas a-(l^-5), com

ramificações ligadas a várias unidades da cadeia principal na posição 0-2 e/ou 0-3 (PEREZ

et al, 2000; VORAGEN et al, 1995).

As arabinogalactanas ocorrem em duas formas estruturalmente diferentes. As

arabinogalactanas do tipo I têm uma cadeia linear de unidades piranosídicas de D-galactose

ligadas R-(l^'4) com 20-40% de unidades furanosídicas de L-arabinose ligadas a-(1^^5)

presentes em cadeias laterais curtas conectadas na posição 0-3 das unidades de galactose

(PÉREZ et al, 2000; VORAGEN et al, 1995).

Já as arabinogalactanas do tipo II são polissacarideos altamente ramificados, com

cadeias de unidades de (3-D-galactopiranose unidas por ligações (1—*3) e (l—>6). As ligações

(1—^3) predominam nas cadeias internas, enquanto que as ligações (1^6) ocorrem

principalmente nas cadeias externas, que são geralmente tenninadas por unidades L-

arabinoíüranosil e em algum grau por unidades L-arabinopiranosil (VORAGEN et al, 1995).
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As condições de extração dos polissacarídeos são fatores detemiinantes sobre o

rendimento e caracterização química e estrutural dos compostos, levando, muitas vezes a

alterações importantes nas propriedades funcionais da molécula em estudo. No caso de

pectinas, alterações ocorrem notavelmente na sua habilidade de formar géis o que detemiina

as diferentes formas de uso do polissacarídeo na indústria de alimentos e na indústria

faimacêutica (PINHEIRO et al, 2008; YAPO et al, 2009; KLIEMANN et al, 2009).

E observado que fatores como condições de pH, temperatura, tempo de extração e

o álcool precipitante influenciam profundamente as propriedades químicas da pectina

(KALAPATHY; PROCTOR, 2001; LIMA et al, 2010).

A extração de pectinas a partir de diferentes fmtos tem sido demonstrada por

diversos trabalhos. Algo similar à maioria destes é a utilização de condições ácidas para

proceder à extração do polissacarídeo (JOYE; LUZIO, 2000; LIU et al, 2006). A extração

empregando soluções ácidas diluídas também tem sido utilizada visando à obtenção de

pectina de fmtos de Passifloru edidis (YAPO; KOFFI, 2006; PINHEIRO et al, 2008). Mais

ainda, o tipo de ácido utilizado no processo de extração da pectina do maracujá amarelo altera

os valores de rendimento do material e o grau de metoxilação (YAPO et al. 2009).

A casca do maracujá constitui cerca de 50% do peso total do fmto e apresenta em

sua constituição química, nutrientes como proteínas, carboidratos e lipídeos em quantidades

razoáveis, o que sugere sua utilização como fonte de novos produtos comerciais e

alimentícios. Essa parte do fmto revelou ser uma fonte de elementos importantes como fibras

e alguns minerais. Chau e Huang (2004) caracterizaram um tipo de fibra insolúvel extraída

das sementes de P. edulis. Os autores demonstraram que a semente do fruto representa uma

rica fonte de fibras insolúveis com cerca de 24% desse componente em sua constituição.

Trabalhos relatando essas características em resíduos de frutos industrializados sugerem que

os mesmos podem, desse modo, ser empregados na formulação de novos alimentos não-

convencionais. Giuntini et al (2003) ressaltam diversos aspectos quantitativos e qualitativos

para a utilização de subprodutos derivados da produção comercial e sua inserção gradativa no

consumo alimentar da população. Dentre esses produtos ressalta-se o maracujá. Considerado

uma excelente fonte de fibra alimentar (YAPO; KOFFI, 2008; PINHEIRO et al, 2008), a

utilização de sua casca e sementes é avaliada do ponto de vista económico e ambiental, uma

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

benéficos à saúde.

Yapo e Koffí (2006) publicaram um dos primeiros trabalhos sobre a extração e

caracterização química de pectinas da casca do maracujá amarelo (P. ediiüs). Os autores

empregaram fracionamento dos polissacarídeos através de extração em água, solução de

oxalato de amónio e em meio ácido diluído, à temperatura de 30 °C. A pectina extraída era

rica em ácido galactarônico e com baixo grau de metilesterifícação, além de apresentar baixo

teor de gmpos acetil e açúcares neutros. Neste trabalho, os autores evidenciam a casca dos

fmtos de P. ediilis como potencial fonte de pectina com baixo grau de metoxilação.

Embora com número ainda modesto, alguns estudos envolvendo a pectina do

maracujá vêm sendo desenvolvidos de modo a aperfeiçoar a forma de obtenção do

polissacarídeo. Pinheiro et al (2008) analisaram o efeito combinado de diferentes variáveis

sobre o grau de esterificação da pectina. Os autores empregaram diferentes concentrações de

ácido cítrico em diferentes períodos de tempo para a extração sob a temperatiira de 97 OC.

Concluíram que uma concentração de ácido de 0,086% durante 60 min con-esponde à

condição ideal para a extração de pectina altamente esterificada.

Variáveis como tipo de ácido, faixa de temperatura, pH e tempo de contato foram

avaliadas para se determinar as melhores condições de extração da pectina da casca de P.

ediilis. As condições ótimas para obtenção do melhor rendimento foram obtidas com o uso de

solução de ácido cítrico a 80 °C durante 10 min a pH l. Segundo os autores o procedimento

foi eficiente na obtenção de pectina com baixo grau de metoxilação (KLIEMANN et al,

2009).

Kulkami e Vijayanand (2010) deteiïninaram que é possível obter pectina de boa

qualidade a partir da casca dos fmtos de maracujá utilizando meio ácido para extração e uma

proporção de 1:30 (p/v), com temperatura superior a 90 °C por 60 min, utilizando duas

extrações. Segundo os autores, a pectina obtida pode ser usada com propriedades funcionais

em diferentes produtos alimentícios.



t,

39

2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS

> Isolar uma fração de polissacarídeos a partir da farinha das cascas dos fhítos de

Passiflora ediilis fo. flavicarpa O. Deg., Passilïïoraceae, por meio de extração em

água a quente sem acidificação, seguida por precipitação com etanol;

> Detemiinar através de hidrólise ácida e cromatografía gasosa, qualitativamente e

quantitativamente os monossacarídeos constitLiintes na amostra do polissacarídeo de

P. edtilis;

> Detem-iinar a composição centesinial (umidade, cinza e proteínas);

> Estabelecer a distribuição da massa molar da amostra por cromatografia de exclusão

molecular;

> Caracterizar estmturalmente os polissacarídeos através de métodos espectroscópicos

(Espectrofotometria na região do infravennelho - FT-IV; Ressonância inagnética

nuclear unidimensional- RMN).

t
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3. MATERIAL E MÉTODOS

\

3.1. Reagentes

Padrões de açúcares e Kit enzimático para detemiinação de fibra foram obtidos da

Sigma Aldrich, St Louis, (U.S.A). Os demais reagentes foram de grau analítico e obtidos

comercialmente. A farinha pulverizada da casca dos frutos (Passiflora ediilis f.flavicarpa) foi

obtida da empresa Pectina do Brasil, incubada no Parque de Desenvolvimento Tecnológico do

Ceará (PADETEC), município de Fortaleza.

3.2. Análise Química Elementar

Os itens 3.2.1 a 3.2.5 são referentes às análises da farinha da casca dos fmtos de

P. ediilis.

3.2.1. Umidade

Aproximadamente 4 g de farinha fresca foram pesadas em pesa-fíltros

previamente tarados. As amostras foram secadas à temperatiira estabilizada de 105 "C em

esmfa de esterilização e secagem durante 12 h, levadas ao dessecador e após o equilíbrio

ténnico foram pesados. Em seguida os pesa-fíltros retomaram à estufa por mais 12 h, sendo

esta etapa repetida até o aparecimento de pesos constantes. O teor de umidade foi obtido pela

diferença 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).

3.2.2. C in ws

Cadinhos de porcelana, previamente tarados, contendo 4 g da amostra seca,

referente a cada lote, foram colocados &m forno mufla (Modelo EDGCON IP; capacidade

3000/ 7000 EDG) a 550 °C durante 4 h, quando se deu a completa mineralização e

carbonização do material. Em seguida, os cadinhos foram mantidos em dessecador até
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alcançar a temperatura ambiente, quando foram pesados. O teor de cinzas foi obtido através

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

3.2.3. Protein d bruta

Para determinação dos teores de proteína da farinha da casca de P. echilis seguiu-

se o método de Kjeldhal, citado pela A.O.A.C (1990). Amostras de 2 g foram colocadas em

balões de Kjeldhal contendo 30 mL de H2S04, 0,5 g do catalisador sulfato de cobre e 9,5 g de

sulfato de sódio. Em seguida, os balões foram levados ao digestor por 30 minutos (Modelo

TE 40/25 - TECNAL 007A) para completa mineralização das amostras. Após o resfriamento

foram adicionados à cada amostra, 200 mL de água destilada, 1,0 g de zinco em pó e 100 mL

de NaOH 40%. A mistura foi destilada até cerca de 2/3 do volume inicial. Como solução

receptora foram utilizados 50 inL de ácido sulfürico 0,1 M e como indicador o vemielho de

metila. Após a destilação (Aparelho de titulação de nitrogénio TE 036/1 - TECNAL), o

excesso de ácido sulfúrico foi titulado com solução de NaOH 0,1 M.

kl,

3.2.4. Lipídeos

Na detenninação dos teores de lipídios da farinha da casca de P. ediilis foi

empregado o método descrito pela A.O.A.C (1990). As amostras secas provenientes da

determinação de umidade foram pesadas, transferidas para cartiichos de filtração, os quais

foram colocados no aparelho extrator (Aparelho de Soxlet, marca FANEM, modelo 308.26;

220 v; 60 Hertz; 1800 Watts), em presença de 100 mL de hexano por 8 h. Ao final da

extração, o solvente foi parcialmente evaporado em banho-maria a 70 C e os frascos

transferidos para estufa a 100 "C, e logo após pesados. O teor de lipídeo das amostras foi

calculado através da relação entre o peso dos lipídeos extraídos e o peso inicial da amostra,

sendo expresso em percentagem.

3.2.5. Fibra alimentar total

A detenninação de fibra alimentar total (FAT) da farinha da casca de P. edidis foi

feita de acordo com o método enzimático-gravimétrico, utilizando kit para determinação de

fibra (Sigma Chemical Co.). Amostras de farinha foram homogeneizados em tampão
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MES/Ti-is (0,05 M, pH 8,2) sob agitação, e tratados com a-amilase (0,1 mL/g de fariiiha) por

15 min em barJio-maria a 95 "C com agitação contínua. Em seguida, a amostra foi mantida a

60 °C para digestão com protease (0,1 mL/g de farinha) em tampão MES/Tris (0,05 M, pH

8,2) por 30 min em banho-maria a 60 OC. Após esse período, o pH da solução foi ajustado a

4,7 e solução de amiloglucosidases (0,3 mL/g de farinha) foi adicionada e incubada por 30

min em banho-maria também a 60 °C. Para detem-iinação do teor de FAT, álcool 95% foi

adicionado à solução de digestão (1:4 v/v) e mantido à temperatura ambiente por l h para

proceder à precipitação dos sólidos insolúveis. A solução foi filtrada em fanil 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 obtenção do peso

constante (AOAC, 1992).

3.3. Extrações e obtenção da fração polissacarídica

O esquema de obtenção da fração de polissacarídeos de P. ediilis está representado

na figura 1.2. Amostras da farinha (20 g) foram dissolvidas em água destilada na

concentração de 3% (p/v) e mantidas sob agitação contínua por duas horas a temperatiira de

90-100 °C. Após filtração em tecido fino, o extrato foi centrifiigado a 17.000 x g por 20 mm a

20 °C. O sobrenadante foi filtrado a vácuo em fimil de placa sinterizada G3. A fração

polissacarídica foi precipitada com etanol absoluto (l :4 v/v) durante uma hora, e separada por

nova centrifi-igação. O precipitado foi lavado exaustivamente com etanol 95%, seguido por

lavagem com etanol absoluto. A fração obtida foi ressolubilizada em água destilada sob

agitação leve por uma hora à temperatura ambiente, em seguida, concentrada sob pressão

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

solução diluída de hidróxido de sódio 0,1 M. O material foi submetido à nova precipitação

com etanol absoluto (1:4 v/v) por 12 h a 4 °C. Após esse período, a mistura foi novamente

centrifi-igada, sendo o precipitado obtido, lavado com etanol e acetona. O material foi secado a

40 °C e estocado (6,97 g). A fração isolada foi denominada PFCM.
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Farinha da Casca do Maracujá

• Agitação em água destilada (3% p/v) por 2 h sob aquecimento (90 -100
°C).

FÍItrflffln pm tpfÍrln fínn/CpntrÍfKcrar.an fl 1 7 000 y (T nnr 70 min a 70 OP

t

Sobrenadante Resíduo

Filtração a vácuo em funil G3.

Precipitação com etanol absoluto (1:4 v/v) por l h.

r':''''::1 ' :1:::'"^^^^^^^^^^^^^^
Sobrenadante

Ressolubilização em água destilada

Concentração à pressão reduzida

Precipitado

Sobrenadante Precipitado

• Ajuste do pH a neutralidade (7,0)

Precipitação com etanot absoluto ( l :4 v/v) por 12 h sob refrigeração.
s

Precioitado Sobrenadante

Lavagem com etanol absoluto e acetona.

• Secagem a 40 °C.

PFCM

Fig. 1.2. Esquema de obtenção da fiação de polissacarídeos extraída da casca dos frutos de Passijlora ediilis
(PFCM). Os polissacarideos foram extraídos em água a quente (90 - 100 °C) sob agitação contínua
por duas horas. Seguiu-se uma sequência de filtrações e centrifugações. A fração foi obtida por uma
série de precipitações com etanol.

3.4. Caructeriwçíio du fruçito polissiicuriilica

3.4.1. Composição monosscicarítlicd

Os monossacarídeos foram identificados na forma de seus alditois-acetatos, a pai-tir das etapas de

hidrólise, redução e acetilação.

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

hidrólise rosqueados, com cinco repetições. Para cada 10 mg de amostra foram acrescentados 4 mL da solução
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de TFA. O material hidrolisado foi lavado com metanol para eliminação do ácido, e secado em evaporador

rotativo até completa neutralização. Aos resíduos provenientes da hidrólise foram acrescentados de l a 1,5 mL

de água destilada e, em seguida, adicionado boroiclreto de sódio até pH básico, sendo o meio alcalino mantido

por duas horas. Em seguida, foram acrescentadas pequenas porções de resina catiônica diretamente nos tubos de

hidrólise para remoção dos ions sódio (Na ) e neutralização dos íons hidroxido (OH~). A resina foi removida

através de filtração comum em papel de filtro. O sobrenaclante foi evaporado até secura utilizando metanol para

formação do borato de metila.

Aos resíduos secos obtidos da etapa de redução foram adicionados 0,5 mL cie piridina e 0,5 mL de

anidrido acético, sendo os tubos mantidos vedados durante três dias até completa acetilação. Os inonossacarídeos

foram convertidos em alditói.s de acetato por sucessiva redução com NaBH4 seguido por acetiiação com piridina-

AczO. Em seguida, foram adicionados 3 mL de clorofórmio a cada tubo submetidos a agitação. Acrescentou-se a

seguir 2 mL de solução de sulfato de cobre (5%), sendo os tubos novamente agitados. O sistema permaneceu em

repouso até separação das fases, sendo a fase aquosa superior removida. A porção clorofórmica final foi

empregada nas análises cromatográficas.

Análises de cromatografia líquida-gasosa (GLC) foram conduzidas em Cromatógrafb Gasoso

3800 Varian acoplado a Espectrômetro de Massa 2000 R-12 Varian com gás Hélio 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 eletrônico. As análises foram realizadas no

Departamento de Bioquímica da Universidade Federal do Paraná.

O conteúdo de ácido urônico foi determinado usando o método meta-hidroxidifenil

(BLUMENKRANTZ et al, 1973) através da construção de uma curva padrão de ácido galacturônico.

3.4.2. Microan alise elementar

O conteúdo de nitrogénio da fração polissacarídica foi determinado por

microanálise elementar usando equipamento Perkin-Elmer CHN 2400 sendo o conteúdo de

proteína calculado através do fator de conversão de 6, 25.

3.4.3. Cromatografia de exclusão molecular lie uttii performance (H PS EC)

O pico de massa molar de amostras de PFCM foi determinado por HPSEC usando

cromatógrafo Shimadzu LC-10AD com detectores de índice de refração (RID-6A) e

ultravioleta (SPD-10AV; 280 nm). A análise foi realizada utilizando-se coluna Ultrahidrogel

(7,8 x 300 mm), com fluxo de 0,5 mL/min, solução de polissacarídeo de concentração 0,1%

(m/v), água como solvente, NaN03 0,1 M como eluente e temperatura ambiente. O volume

injetado de amostra foi de 50 ul. A massa molar do polissacarídeo foi estimada usando

pululanas como padrão. A regressão linear entre a faixa de massa molar das pululanas e o

volume de eluição é dada na equação l:

Log M = 14,016 - 0,951 Vê (Equação l),

ï
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R= 0,991, onde Vê corresponde ao volume de eluição e M é a massa molar.

^

3.4.4. Espectroscopia na Região do Infravermelho (FT-IV)

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

FT-IR Shimadzu 8300, na faixa de comprimento de onda de 4000 a 500 cm''' com resolução
de2cm-I.

3.4.5. Ressonância magnética nuclear (RMN)

Espectros ID ('H and 13C) de soluções de PFCM a 3% (p/v) em D20 a 343 K

foram realizados em espectrômetro bmker, modelo avance-DRX-500. 2,2-dimetilsilapentano-

5-sulfonato de sódio (DSS) foi usado como padrão interno (0,00 ppm para H).
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO

4.1 - Análise da composição centesimal

\

Os conteúdos de lipídeos, cinzas e proteína bmta da farinha da casca dos fmtos de

P. eclulis foram de 1,37, 7,58 e 8,2%, respectivamente (TABELA 1.1). Comparando esses

valores com os dados da literakira para amostras da casca de P. ediilis, observa-se que o

conteúdo lipídico está próximo ao encontrado por Souza et al (2008) a partir da casca como

resíduo 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 literatiira de 7,52%

(PINHEIRO et al 2008). Quanto ao conteúdo de proteínas, obser/a-se que esse valor é maior

que o teor de proteínas (4,05%) determinado por Pinheiro et al (2008) para a casca dos fmtos

da mesma espécie. Baixos teores de proteína (0,67% - 1,5%) para a casca dos fmtos de P.

edulis foram determinados por outros autores (GONDIM et al, 2005; CORDOVA et al,

2005). Porém, valores elevados de conteúdo proteico (12,52%) foram relatados por Souza et

al (2008)com base na matéria seca.

s

Tabela 1.1 - Conteúdos de proteína bruta, lipídeos, cinzas e fibra alimentar total (FAT)
da farinha da casca dos frutos do maracujá (Passiflora ecliilis)

Casca do fruto de Passiflora ediilis

Umidade

Base seca (89,66g)

Composição aproximada (% p/p)

Proteínas totais

Lipidios totais

Cinzas

Teor de Fibra Alimentar Total - método A.O.A.C (% p/p)

FAT

9,37%

g/lOOg de farinha

8,2

1,37

7,58

69,51 ±1,20

Dados são representados pela média ± SD (n=3).

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

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

^
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está próximo ao encontrado por Yapo e Koffí (2008) que relataram o teor de 73,5% de FAT

para as cascas do maracujá amarelo, e superior ao obtido por Pinheiro et al (2008) (57,36%).

Essa diferença pode ser devido à procedência da matéria prima ou até mesmo, às possíveis

diferenças nos métodos de extração empregados para a obtenção da fibra. O elevado conteúdo

de fibra alimentar presente na casca de P. edulis faz desse material uma ótima fonte para

extração de pectina.

4.2 - Caracterização dos polissacarídeos obtidos dos frutos de Passifloru edulis por
extração aquosa a quente e precipitação com etanol.

A extração do polissacarídeo da casca do fmto de Passiflora edulis foi realizada

em água a 90 -100 °C sem etapas de acidifícação. O pH de extração foi deteiminado em

potenciômetro (pH 6,0). Seguiu-se concentração a vácuo e a obtenção da fração

polissacarídica por precipitação com etanol. Uma vez que a precipitação de pectinas requer

alta quantidade de álcool etílico, a concentração a vácuo do extrato reduz significativamente a

quantidade de etanol necessária para a precipitação da fração de pectinas. A avaliação de

alg-ans estados indica que nenhuma alteração significativa é obsen'ada na qualidade das

pectinas obtidas por este método (KULKARNI; VUAYANAND, 2010). Zhang e Liu (2000)

estddaram as condições para a precipitação de pectinas extraídas das cascas de Citnis granais.

As amostras foram submetidas à precipitação com álcool e sulfato de alumínio,

separadamente. As pectinas obtidas a partir de precipitação com sulfato de alumínio

apresentaram qualidade significativamente menor que as precipitadas com etanol. Resultados

similares foram encontrados para os métodos de extração da pectina das cascas da maçã e

manga (CHEN; LI, 1994; YINHUA; HUAFANG, 2003; YU; VALLE, 1979). Na literaUira, a

maioria dos trabalhos emprega a precipitação com etanol para a obtenção de pectina a partir

da casca de P. edulis (YAPO; KOFFI, 2006; YAPO, 2009; PINHEIRO et al, 2008;

KULKARNI; VUAYANAND, 2010; KLIEMANN et al, 2009).

O rendimento da fração PFCM em relação ao peso seco da farinha foi de 34,9%.

Esse valor é superior ao encontrado por D'addosio et al (2005), que utilizaram

hexametafosfasto de sódio para extração da pectina da casca de P. ecliilis (18,45%), e aos

valores de 13,6 e 20% obtidos para extrações de pectinas em soluções ácidas por Carona et ul,

(1996) e Matsumoto e Otagaki (1990), respectivamente. Yapo e Koffí (2006) obtiveram

rendimento de apenas 2,9% para pectinas da casca de P. ediilis extraídas em água, porém com

acidificação do meio através de acréscimo de solução de ácido mtrico.
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Os dados da análise química elementar de PFCM estão mostrados na Tabela 1.2.

O componente majoritário do polissacarídeo foi ácido galactiirônico (44,2%), o que sugere a

natareza péctica da fração de carboidrato obtida. Conmdo, tal valor foi bem menor que o

detemiinado por Yapo e Koffí (2006) para a pectina de P. edulis extraída em água sob

aquecimento, que foi de 76,3%, valor este, próximo ao encontrado por D'addosio et al (2005)

para pectina de P. edulis extraída por hidrólise ácida (78%). E provável que tais diferenças

nos percentuais de ácido galacturônico sejam devidas ao meio ácido empregado na extração

dos polissacarídeos por esses autores.

Os açúcares neutros componentes da fração polissacarídica e detemiinados por

cromatografía 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%), íücose (1,6%) e ribose

(1,3%). Esses valores são superiores aos determinados para pectinas comerciais de citms,

sendo que açúcares neutros também foram encontrados em frações pécticas de fmtos de P.

edulis, com predominância de arabinose, ramnose e galactose (YAPO; KOFFI, 2006). Chau e

Huang (2004) demonstraram a presença de 8 monossacarídeos nas diferentes frações de

carboidratos isoladas das sementes do maracujá. Esses autores encontraram quantidades mais

elevadas de unidades de glucose celulósica, seguidas de xilose (1,75-9,67%), arabinose (4,68-

5,5%), ramnose (0,63-1,96%) e galactose (1,03-1,39%).

Pêlos dados listados na Tabela 1.2 é possível sugerir que PFCM apresenta uma

estmtura linear composta de homogalacturonanas (HG), além de uma região de

ramnogalacturonanas do tipo l (RG-1) com ramificações constituídas de açúcares neutros. A

baixa razão de ácido galacturônico/ramnose (4,17) indica que RG-1 está em uma proporção

maior do que HG. Este resultado é muito diferente do encontrado por Yapo e Koffí (2006)

para a pectina extraída de P. ediiïis em condições ácidas, a qual apresentou estrutura

constitiiída majoritariamente por homogalacturonanas.

A ocorrência de arabinose e ramnose dentre os açúcares neutros individuais

principais em PFCM, além da presença de galactose (6,1%), sugere a presença de arabinanas,

e/ou arabinogalactanas como cadeias laterais do polissacarideo. Os valores de glucose

(11,8%) e ácido gatacturônico (44,2%), encontrados em PFCM indicam que celulose e

substâncias pécticas são os principais polissacarídeos diferentes de amido presentes na fração

isolada (YAPO; KOFFI, 2008).

O conteúdo de proteínas totais (g/lOOg) determinado para PFCM por microanálise

foi de 3% (TABELA 1.2). Esse teor é muito menor que os 12,8% encontrados nos

polissacarídeos obtidos por Yapo e Koffí (2008) a partir da casca de frutos de P. edulis

^
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processados industrialmente. Contudo, foi superior ao encontrado por Chau e Huang (2004)

na fibra obtida a partir das sementes de P. echilis (1,6%). Frações de pectina extraídas da casca

de P. ediilis por Yapo e Koffí (2006) mostraram conteúdo de proteína variável dependendo do

tratamento usado no processo. A extração realizada em solução de ácido nítrico (pH 1,3)

apresentou teor proteico de 5,1%, enquanto a pectina extraída em água, mas sob acidifícação

(pR 4,0), exibiu conteúdo proteico de 1,4% (YAPO; KOFFI, 2006), valor inferior ao

encontrado em PFCM. Contudo, a metodologia usada para a extração de PFCM foi eficiente

em reduzir o conteúdo de proteína a partir da casca do fmto (8,2% como citado no item 4.1).

Tabela 1.2-Dados de composição proximal e monossacarídica da fração polissacarídica
de Passiflora edulis (PFCM)

Composição proximal Valores (g/100 g de PFCM)

Umidade

Cinzas

Proteínas (N x 6,25)
Polissacarídeo

14,3
13,8
3,0
82,7

Açúcar
Acido galacturônico
Ai-abinose
Ramnose

Glucose
Manose

Galactose

Xilose
Ribose

Fucose

44,2
11,8
10,6
11,8
9,0
6,1
3,6
1,3
1,6

O cromatograma HPSEC para detei-minação da massa molar de PFCM usando IR

está mostrado na Figura 1.2. O detector IR mostrou um único e amplo pico com volume de

eluição máximo de 9,78 mL.

A massa molar do polissacarídeo foi estimada por HPSEC levando em conta o

volume de eluição obtido através do detector de IR, aplicado à equação l. A massa molar

estimada para PFCM foi de 6,0 x 10 g/mol. Este valor é bem próximo aos encontrados por

Yapo e Kofti (2006) para as pectinas da casca de P. echilis extraídas em água sem

aquecimento (6,4 x 10 g/mol), e através de solução de ácido nítrico com aquecimento a 80 °C

(5,1 xl04g/mol).

Contado, pectinas com massa molar de 1,04 x IO5 g/mol e 2,5 x IO5 g/mol foram
extraídas da casca de P. edulis em soluções de ácido sulfúrico e cítrico, respectivamente,
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sendo que alterações na concentração do ácido empregado proporcionam a obtenção de

polissacarídeos de diferentes massas molares, de modo que um aumento na concentração do

ácido proporciona a extração de pectinas com massa molar também mais elevada (YAPO,

2009). Segundo Yapo (2009), o ácido cítrico é capaz de solubilizar os polissacarídeos pécticos

da parede celular com menor degradação, o que justifica a massa molar elevada em virtude do

maior tamanho das cadeias que compõem a molécula.

/
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Fig. 1.3. Cromatograma HPSEC dos polissacandeos de Passiflora ecliilis (PFCM) em coluna

Ultrahidrogel (7,8 x 300 mm), com fluxo de 0,5 mL/min. A concentração da solução de
polissacarídeo 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 |.il. A massa molar do polissacarideo foi
estimada usando pululanas como padrão (5.9 xl0 -7.9 x 10 g/mol).

'Í

O espectro na região do iníïavennelho (FT-IV) de PFCM (FIGURA 1.3) mostrou

bandas em 3396 cm"' e 2930 cm-l devido à vibração de gmpos 0-H e C-H, respectivamente.

As bandas a 1740 cm"' e 1653 cm'' são atribuídas, respectivamente, à vibração dos gmpos

C=0 de ácidos galactLirônicos esterifícados e não esterificados (MARRIQUE; LAJOLO,

2002; IAGHER et al, 2002; SOUZA et ul, 2009).

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

por Marrique e Latojo (2002). Neste, o cálculo da área do pico de FT-IV referente à vibração
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do gmpo carbonila de ácido urônico esterifícado (1740 cm ) foi relacionada a área referente

ao gnipo carbonila de ácido urônico não-esterificado (1653 cm ), através da equação 2:

DE (mol%) = 124.7 R + 2.2013 Equação 2

Onde R= Ai740/ (Ai740 + Ai653).

\

/

O baixo percentual de esterifícação (DE) encontrado em PFCM (26,2 ± 0,8 mol%)

é consistente com os valores observados na pectina de P. edulis obtida por Yapo e Koffi

(2006) a partir de extração em água a 30 °C (32,4 mol%), e muito próximo quando comparado

à pectina obtida a partir de extrações em solução diluída de ácido nítrico (26,3 mol%) e sem

aquecimento (YAPO; KOFFI, 2006). O valor de DE para PFCM também está próximo aos

resultados obtidos com a pectina extraída de P. edulis por Pinheiro et al (2008) utilizando

solução diluída de ácido cítrico 2,5% diu-ante 60 minutos (27,52%). Comparados a outros

dados da literatiira, o grau de esterifícação encontrado em PFCM foi inferior ao detenninado

para as pectinas de P. edulís extraídas por Corona et al (1996) (71,6 mói %), D'adosio et al

(2005) (69,7 mol%) e Matsumoto e Otagaki (1990) (73,2 mol%) através de diferentes

condições empregando ácido clorídrico como agente extrator. Também foi inferior ao obtido

por Kliemann et al (2009) com a pectina da casca de P. edulis extraída a pH 1,0 em ácido

cítrico 0,5 M por 10 minutos a 80 °C (45,94 mol%) e por Lima et al (2010) para extrações em

água acidificada a pH 2,2 - 3,0 com solução de ácido cítrico que resultaram em pectinas com

alto grau de metoxilação (69,22%).

Foi relatado que a casca de P. echilis consiste de cerca de 19,1% de substâncias

pécticas a partir do peso seco (YAPO, 2009). O fracionamento destas substâncias pécticas

com água, oxalato de amónio e soluções diluídas de ácido nítrico promoveu a obtenção de

pectinas com baixo grau de esterifícação e elevado teor de ácido galacturônico (YAPO;

KOFFI, 2006). Pinheiro et al (2008) demonstraram que o grau de esterifícação de pectmas

extraídas da casca de P. edulis aumenta quando baixas concentrações de acido cítrico são

usadas na extração sendo que uma concentração de 0,086% por 60 minutos fornece pectina

altamente esterificada. Lima et al (2010) demonstraram que extremos de pH ácido e básico

diminuem significativamente o grau de metoxilação em pectinas extraídas do mesocarpo de P.

ediilis (48,64 e 20,44%, respectivamente). Foi demonstrado que condições extremas de pH

causam de-esterificação e de-polimerização das cadeias de pectina (PINHEIRO et al, 2008).
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Fig. 1.4. Espectro FT-IV em pastilhas de KBr dos Polissacarídeos de Passiflora edulis (PFCM) na
região de comprimento de onda de 4000 - 500 cm . Bandas em 3396 cm e 2930 cm são
devidos à vibração de grupos 0-H e C-H, respectivamente. As bandas a 1740 cm e 1653
cm são atribuídas, respectivamente, à vibração dos grupos C=0 de ácidos galacturônicos
esterifícados e não esterifícados.

Os constituintes principais da ramnogalactiironana I que predominam na estmtora

de PFCM estão representados na Figura 1.4. O espectro 'H- NMR de PFCM (FIGURA 1.5-

A) mostrou intenso sinal em ô 3,80 devido a gmpos metil esterifícados a unidades de ácido

galacturômco (GalA Me) (CAZZOLINO et ul, 2006; TAMAKI et al, 2008). Dois sinais de 5

2,17 e S 2,06 foram observados para grupos acetil ligados a 2-0 e 3-0-ácido galactiirônico,

respectivamente (PERRONE et al, 2002; TAMAKI, 2008). Gmpos Metil de L-ramnose foram

obsei-vados em ô 1,25. As regiões em 5 4,9 e na faixa de Ô 4,6-4,7 do espectro são devidas ao

proton H-5 de ácido galacturônico esterificado e não-esterifícado, respectivamente

(GRASDALEN et al, 1988). Os sinais em 5 5,3 e ô 5,13 foram atribuídos, respectivamente.,

ao H-l de ramnose e ácido galacturônico. Espectro 13C NMR de PFCM (FIGURA 1.5-B)

mostrou um pico de ressonância a 5 53,6 característico de metil éster de GalA Me. Na região

anomérica, os sinais a 5 101,1; 100,9 e 108,5 podem ser assinalados como carbonos

anoméricos de ácido galacturônico (GalA), ácido galacturonico metil esterificado (GalA Me)

e arabinofuranose (Arab), respectivamente. Sinal de baixa intensidade a 5 17,5 relativo ao

gmpo CH3 em ramnose confímia a presença desse açúcar naamostra analisada. Na região
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carbonila do espectro, os dois sinais a ô 171,3 e 175,3 correspondem a C=0 de GalA e

GalAMe, respectivamente.

GalA Me

sSISSSSSÍS!SÍ-^OCH,^53,,«^?}
55JI1

I 84,9

o n

H

o
•-.„. S 100,9

AcH

82'1T152,06
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°ttÂ~~°^ OH

ÔH OH 85'31'1
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H üHOH
o

•--,

5 4,6-4,7 H ÔH
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Fig. 1.4. Representação estrutural dos principais monossacarídeos constituintes de PFCM. A estrutura do
polissacarídeo mostra-se composta, predominantemente, por Ramnogalacturonanas tipo I. Os sinais
do espectro 'H-RMN e 13C-RMN relativos aos grupos químicos característicos de cada composto
estão evidenciados. GalA Me: Ácido galacturônico metil esterificado; GalA: Ácido galacturônico;
Arab: Arabinofuranose.
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Fig. 1.5. Espectro de RMN dos Polissacaricleos de PassifJoi-a ecliilis (PFCM) em D:0. (A) 'H - espectro RMN;
13(B) "C-espectro RMN.

A distribuição de gmpos metoxil em polissacarídeos acídicos foi investigada por

Westerlund et al (1991) e Catoire et al (1998) usando o padrão de região da carbonila em C

NMR. Os autores propuseram que as mudanças químicas do carbono do gmpo carbonila são

influenciadas por efeitos de resíduos precedentes e próximos à vizinhança. Tríades de ácido
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galacturômco não-esterifícado (U) e esterifícado (E) como UEU, EEE e UUU foram

identificadas em PFCM (o sublinhado denota o resíduo observado). Tomando como

estimativa a divisão da ressonância da carbonila, tríades de ácidos totalmente esterificados

(EEE) possuem menor deslocamento químico do que aqueles onde as unidades ácidas não -

esterifícadas estão presentes nas tríades (UEU). Tríades com apenas grupos não-esterifícados

são observadas nas regiões deô 175 e 5177 (CATOIRE et al, 1998). A Figura 1.5 mostra a

amplificação da região de gmpos carbonila de PFCM. Na região 5 171-172 podem ser

observados dois sinais bem definidos e um ombro em §171.3, §171.5 e 5171.7 representando

GalAMe nas tríades EEE, UEE e UEU, respectivamente, e o sinal na região entre 5 173.0-

175.7 devido às ressonâncias de regiões não-esterifícadas. A tríade EEE é mais intensa (43%)

do que UEE (35%) e UEU (22%) sugerindo uma alta quantidade de tríades totalmente

esterifícadas no polissacarídeo estudado (NESTERLUND et al, 1991; CATOIRE et al, 1998).

^
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5 CONCLUSÕES

^

Os dados de composição, determinados por microanálise, e espectroscópicos

obtidos para a fração de carboidratos PFCM, obtida da casca dos fmtos de P. edulis na

ausência de condições ácidas e sob aquecimento, evidenciam um heteropolissacarídeo de

natiireza péctica com estrutura química composta predominantemente por

Ramnogalacturonana do tipo I.

O Açúcar majoritário em PFCM foi ácido galactiirôiiico, o que sugere a natureza

péctica dos polissacarídeos. Os açúcares neutros componentes da fração, e determinados por

cromatografía gasosa GC/MS foram arabinose (11,8%), glucose (11,8%), raiïinose (10,6%),

manose (9,0%), galactose (6,1%) e pequenos teores de xilose (3,6%), fucose (1,6%) e ribose

(1,3%). A ocorrência de arabinose e ramnose dentre os açúcares neutros individuais principais

em PFCM, além da presença de galactose (6,1%), sugere a presença de arabinanas, e/ou

arabinogalactanas como cadeias laterais do polissacarídeo. Os valores de glucose (11,8%) e

ácido galactiirôiúco (44,2%), encontrados em PFÇM indicam que celulose e substâncias

pécticas são os principais polissacarídeos diferentes de amido presentes na fração isolada

A fração polissacarídica obtida apresentou um baixo percentual de esterifícação

(26,2 ± 0,8 mol%). Os valores de massa molar (6 x 10 g/mol) foram condizentes com os

encontrados em outras pectinas extraídas de Passiflora editlis em água e em meios ácidos, e

sob diferentes temperaturas (30 a 80 °C).

^
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CAPÍTULQJI

Estudo dos efeitos antitumorais dos polissacarídeos pécticos de Passiflora edulis fo.
flavicarpa O. Deg., Passilfíoraceae em camundongos com sarcoma 180
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l. REFERENCIAL TEÓRICO

\

s;

1.1. Câncer

O câncer é considerado a maior causa de morte no mundo. Estima-se que em 2008

o câncer tenha sido responsável pela morte de 7,6 milhões de pessoas e que 12,4 milhões de

diferentes novos casos tenham surgido. Entre os homens os tipos de câncer mais incidentes

são o de pulmão e de próstata, enquanto que nas mulheres predominam o câncer de mama e o
de colo do útero (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2008).

O surgimento de células cancerígenas envolve alterações no genoma capazes de

afetar genes envolvidos na apoptose e proliferação celular. Ao serem afetados, esses genes

induzem um conjunto de alterações na fisiologia da célula que coletivamente promovem o
surgimento do fenótipo maligno (HANAHAN; WEINBERG, 2000). A aquisição dessas

alterações ocorre por meio de ciclos repetidos de mutação e seleção de clones de células, onde

cada ganho em direção a malignidade confere vantagem de um clone sobre os demais

(NOWELL, 1976).

Uma das características adquiridas por células neoplásicas é 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 et al, 1972), podendo

ser ativado por vários sinais fisiológicos, os quais, uma vez iniciados, conduzem à uma série

de eventos que culminam na morte celular (TAYLOR et al, 2008).

Uma das fi-mções da apoptose é sen/ir como mecanismo de proteção, impedindo

que células com danos no DNA se proliferem. A resistência à apoptose por células tumorais

pode ser adquirida de várias maneiras, porém a mais comum é através da inativação do gene

supressor de tumor, o p53. A inativação flmcional de seu produto, a proteína p53 pode ser
observada em mais de 50% dos cânceres humanos e resulta na remoção de um componente

chave na detecção de danos no DNA capaz de induzir a cascata apoptótica (HARRIS, 1996).

Em um organismo saudável, o controle da proliferação celular se dá através do

balanço entre os sinais estimulatórios (íatores de crescimento) e os sinais inibitórios. As

células cancerígenas devem driblar esses dois mecanismos de controle tornando-se insensíveis

aos íatores antiproliferativos, e simultaneamente auto-sufícientes, em relação aos fatores de

crescimento. Essa auto-suficiência pode ser alcançada pela síntese inapropriada de fatores de

crescimento (estimulação autócrina), expressão inapropriada de receptores de fatores de

crescimento ou através da ativação permanente de proteínas envolvidas nas vias de

^
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sinalização ativadas por mitógenos (BERTRAM, 2001). Provavelmente o gene mais estudado
capaz de conferir auto-suficiência de sinais estimulatórios é o rãs. O seu produto é uma
proteína de membrana qiie funciona como um transdutor de sinal atuando na diferenciação e
no estímulo à proliferação celular. O oncogene rãs é o mais largamente ativado em cânceres
humanos podendo alcançar uma incidência de até 90% em câncer no pâncreas e de 50% em
câncer de cólon (BOS, 1989).

A insensibilidade a fatores antiproliferativos ocorre principalmente através de
alterações no circuito de sinalização da proteína do retinoblastoma (pRb). A pRb
nomialmente se encontra no estado não íbsforilado em associação com o fator de transcrição
E2F. Tal combinação atua como um complexo de silenciamento (WEINTRAUB et al, 1995).
Após estimulação por mitógeno, o complexo ciclina D/cdk4 fosforila pRb na região C-
terminal promovendo a liberação do fator de transcrição E2F. Uma vez liberado, o E2F
permite a transcrição de genes cmciais para a entrada no ciclo celular (BERTRAM, 2001).

Outra aquisição importante das células tumorais é a capacidade de proliferar-se
indefinidamente. A maioria das células animais possui um limite para o número de divisões
celulares em função da incapacidade da enzima DNA polimerase de replicar completamente a
extremidade 3' da molécula de DNA (COUNTER et al, 1992). Conseqüentemente, a célula
perde progressivamente pane da extremidade final de seus cromossomos a cada replicação.
Essa região do cromossonio é chamada de telômero e compõe-se de várias repetições de uma
sequência de seis pares de base. As células cancerígenas adquirem a capacidade de se
proliferarem indefinidamente através do aumento no nível de expressão da enzima
telomerase, a qual adiciona nucleotídeos aos telômeros (BRYAN; CECH, 1999).

As células cancerígenas, assim como as outras células do organismo demandam
quantidades adequadas de nutrientes e oxigénio. Essa demanda é suprida por meio dos
capilares sanguíneos. Dessa forma, as células tumorais precisam adquirir a capacidade de
induzir a fonnação de novos capilares ao seu redor. Esse processo é chamado de angiogênese
e de modo análogo à proliferação celular, resulta do balanço entre sinais estimulatórios e
inibitórios (BOUCK et al, 1996; HANAHAN; FOLKMAN, 1996).

Em um organismo saudável, a falta de oxigénio em praticamente qualquer tipo de
célula causa um aumento na concentração intracelular da fornia ativa do gene de uma proteína
reguladora chamada fator I induzido por hipoxia (HIF-1). O HIF-l, por sua vez estimula a
transcrição do gene do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF). A proteína VEGF é
secretada, difunde-se através do tecido e atua sobre células endoteliais próximas. Em resposta,
as células endoteliais passam por uma série de mudanças que culminam na migração celular e

-A
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formação de novos vasos (BRUCE et al, 2002). Os tumores induzem a angiogênese no

momenta em que aumentam a expressão de proteinas estimulatórias, como o VEGF e o FGF

(Fator de crescimento do fibroblasto) ou ainda ao diminuir a expressão de proteínas

inibitórias, como a trombospodina-1 e o interferon-p (SINGH et al, 1995; VOLPERT et al,

1997).

Por fim, as células cancerígenas devem ser capazes de deixar o tumor inicial e

estabelecer novas colónias em diferentes tecidos do organismo. Esse processo é chamado de

metástase e é responsável por 90% das mortes causadas por câncer (SPORN, 1996). A

metástase é provavelmente o aspecto mais temido e menos compreendido do câncer. Para

adquirir essa habilidade são essenciais a ativação de proteases extraceluíares e a alteração da

especificidade de ligação de proteínas envolvidas na adesão celular, como as caderinas,

integrinas e cateninas (APLIN et al, 1998).

A figura 2.1 resume as características necessárias para que uma célula saudável

adquira o fenótipo maligno Todas essas características adquiridas pelas células tumorias, a

evasão da apoptose, a auto-sufíciência em sinais de crescimento, a insensibilidade a sinais

inibidores de crescimento, a indução da angiogêiiese, a capacidade proliferativa ilimitada e a

metástase, representam diferentes alvos terapêuticos para combater o câncer (HANAHAN;

WEENBERG, 2000).

As três principais fonnas de tratamento para o câncer são a quimioterapia, a

radioterapia e a cirurgia (ALMEIDA et al, 2005). No entanto, têm-se ton-iaclo insatisfatórias

devido a seus diversos efeitos colaterais. A imunoterapia tem se destacado nos últimos anos

devido ao seu potencial de ser específica para tiimores, em contraposição aos métodos

convencionais (ABBAS et al, 2008). No estágio em que se encontra, porém, a imunoterapia

não é utilizada de modo isolado, mas em associação com outras fomiias de tratamento. As

imunoterapias podem ser divididas em ativas e passivas. Os principais métodos utilizados na

imunoterapia ativa são a imunização com células tumorais mortas e antígenos tiimorais

(vacinação) e a administração de substâncias que estimulam o sistema imunológico, como

citocinas e polissacarídeos modificadores da resposta biológica.

Nos últimos anos, polissacarídeos de origem natiu-al têm sido descritos por sua

atividade antitumoral (LEUNG, et al, 2006). Tais moléculas usualmente são possuidoras de

baixa toxicidade e de poucos efeitos adversos, o que as torna adequadas para a imunoterapia

contra o câncer. As propriedades antitiimorais dessas moléculas estão geralmente relacionadas

à ativação de macrófagos e à modulação do sistema complemento (CHIHARA, 1992; WANG

eía/,1997).
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Fig. 2.1. Ilustração esquemática mostrando as habilidades adquiridas pelas células
neoplásicas. (Adaptado de HANAHAN; WEINBERG, 2000).

J

1.2. Polissacarídeos como agentes imunomoduladores

•<,

Compostos capazes de interagir com o sistema imunológico regulando sua

atividade de modo positivo ou negativo podem ser classificados como imunomoduladores ou

modificadores da resposta biológica (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

administração e seu mecanismo de ação (TZIANABOS, 2000).

Polissacarídeos imunomoduladores possuem origens variadas e podem ser

encontrados em bactérias, fungos, algas e plantas (LEUNG et al, 2006). De acordo com a
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composição, existem três grandes grupos de polissacarídeos modificadores da resposta

biológicas: P-(1^3)-D-glucanas, a/P-(l—»-4)-mananas e os heteropolissacarídeos com alto

grau de ramificação (LIU et al, 2006). As p-(1^3)-D-glucanas são derivadas principalmente

da parede celular ou de reservas citoplasmáticas de fungos (DOMER et al, 1988;

BLASCHEK et al. 1992). As a/P-(1^4)-mananas são derivadas majoritariamente da parede

celular de leveduras (GARNER; HUDSON, 1996) e os polissacarídeos de composição

heterogénea são caracteristicamente derivados de pectinas e exsudatos de plantas (GUO et al,

2000; YANEVA et al, 2002; EBRE^GEROVA et al, 2003).

Em fungos, a maioria dos polissacarideos modificadores da resposta biológica é

de (3-glucanas e a-mananas. (SCHEPETK1N; QUINN, 2006), enquanto as fontes mais

abundantes de polissacarídeos imunomoduladores encontrados em bactérias são a parede

celular e a cápsula bacteriana (LEUNG et al, 2006). Os Poíissacarídeos capsulares, também

conhecidos como antígenos K são importantes fatores de virulência na patogênese de animais

e plantas (MOXON; KROLL, 1990). Em bactérias gram-negativas os Upopolissacarídeos

(LPS) formam uma classe de potentes modificadores da resposta biológica.

Nos vegetais a maioria dos polissacarídeos encontrados é relativamente não tóxica

e apresenta poucos efeitos colaterais, o qual é o maior problema associado a polissacarídeos

imunomoduladores bacterianos e composto sintéticos. Esses dois fatores em conjunto tornam

os polissacarídeos extraídos de plantas interessantes para terapia antitumoral e

imunomodulatória (OVODOV, 1998; SHERENESHEVA et al, 1998). O liso desses

polissacarídeos tem se mostrado bastante promissor particularmente na terapia anticâncer

devido à insatisfação generalizada com as fornias de tratamento tradicionais, como a radio e

quimioterapia. As fornias tradicionais de tratamento, apesar de ainda serem as mais utilizadas

frequentemente apresentam efeitos colaterais e toxicidade para as células saudáveis. O

crescimento de tumores está intrinsecamente relacionado à imunodeficiência. Dessa forma, a

busca por substâncias natiirais capazes de potencializar o sisteina iniune tem se tomado alvo

de muitas pesquisas biomédicas (PRESTWICH et al, 2008).

Essas respostas biológicas promovidas pêlos polissacarídeos são acionadas através

do reconhecimento desses polissacarídeos por receptores específicos pertencentes ao sistema

imune inato. Esses receptores são conhecidos conjuntamente como receptores de

reconhecimento de padrão associados a patógenos, e recoiihecem estmturas moleculares

conservadas frequentemente encontradas em um largo número de microorganismos

(SCHAPETKIN; QUINN, 2006). Ao se ligarem aos seus respectivos ligantes, esses

receptores iniciam uma série de reações 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

polissacarídeos podem se ligar, como os receptores do tipo Toll-like (TLR), receptores

scavenger (SR), receptores de P-glucanos, receptor do complemento tipo 3 (CR3), receptor de

manose, e lectina manose ligante (MBL) (LEUNG et al, 2006). Os mecanismos de ação

envolvidos nas respostas aos polissacarídeos estão resumidos na figura 2.2.

Comptomento
ativado

Compi-emento
Macrófagos j!311ii|fc. Maerótagas

attvados

tinfoc.itoa T

Poliossacarjdeo

i
Ci(ociigis/''l^\ 'Citocfrti

Amicofpos
Untócitos BT-helpsr

c A essorias

®
êlulas NK

Células NK attvadas

Agentes
l Pafâgênfcos:

Virus
Bacien'as
Fungos
Parasitas
Células
Tumorais

Estimulação antigénica

Fig. 2.2 Ativação de células do sistema imune por polissacarídeos modificadores da resposta
biológica. Setas contínuas representam ativação e setas pontilhadas representam
supressão ou destmição (Adaptado de LEUNG et al, 2006).

1.3. Plantas com atividade anticãncer

Produtos derivados de plantas têm um longo registro de uso na terapia contra o

câncer. Em 2005, cerca de 60% dos agentes anticâncer utilizados clinicamente eram derivados

de produtos naturais, incluindo as plantas (CRAGG; NEWMAN, 2005). Contudo, a utilização

de plantas medicinais ou de drogas desenvolvidas a partir de substâncias extraídas de plantas

para essa terapia tem sido bastante difundida atualmente. Estudos recentes mostraram que

mais de 60% dos pacientes com câncer fazem uso de vitaminas e ervas medicinias como

terapia para a doença (MADHURI; PANDEY, 2008). Mais de 50% de todas as drogas

modernas em uso clínico são de produtos naturais, muitos dos quais têm a habilidade de

controlar o desenvolvimento de células cancerosas (MADHURI; PANDEY, 2009).

k,
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Um número extenso de dados na literatura aborda a caracterização de diferentes

espécies de plantas com potencialidade na terapia do câncer. Estas plantas têm sido usadas

frente a vários tipos de tiimores e cânceres como sarcomas, linfomas, carcinomas e leucemias.

Muitas destas plantas têm se mostrado efetivas experimentalmente em ensaios clínicos

(MADHURI; PANDEY, 2009).

Já na década de 1990, a ação antitumoral de produtos derivados de plantas foi

registrada contra diversas linhagens de células cancerosas em roedores e humanos (LIN et al,

1996). Dentre as plantas que apresentam compostos com atividade anticâncer ou com

atividade citoíóxica contra células tiimorais, destacam-se as espécies dos géneros

Catharanthus, Taxiis, Camptotheca, Podophyllum, Colcïncum, Salvia, Brucea, Rubia, e

Maytenus (ITOKAWA et al, 2008).

O taxol (paclitaxel), um diterpeno taxano extraído de Taxus brevifolia também

apresenta atividade antineoplásica ao interagir com a tubulina, impedindo a mitose. O

paclitaxel atua sobre o. equilíbrio polimerização/despolimerização das moléculas de tubulina,

promovendo a formação anormal dos feixes de microtóbulos. Esse composto tem sido

particularmente importante contra o câncer de mama (ITOKAWA et al, 2008).

No início da década de 1960 descobriu-se a camptotecina, um potente antitumoral

alcalóide pentacíclico isolado da planta nativa da China Camptotheca aciiminata (Nyssaceae)

(WALL et al, 1966). A camptotecina atiia sobre a Topoisomerase I impedindo a replicação do

DNA nas células. O Topotecan (Hycantin®) e Irinotecan (Camptosar®), análogos da

Camptotecina são comercializados atiialmente pela indútria farmacêutica para o tratamento de

câncer de ovário e cólon retal (SRIVASTAVA et ul, 2005).

Plantas representantes do género Podophylhim (Berberidaceae), incluindo as

espécies americanas P. peltrcitum e a indiana P. emodi têm sido usadas com plantas

medicinais há bastante tempo. A podofilina, uma resina obtida de um extrato alcoólico do

rizoma de Podophyllum e usada para tratar ven-ugas encontra-se listado na famiacopéia norte-

americana de 1820 a 1942. Em 1880, a podofilotoxina, um composto com atividade

antineoplásica foi isolado de P. peltratinn, porém se mostrou extremamente tóxico, o que

impediu seu uso direto na clínica. Extensas modificações na sua estrutura conduziram ao

desenvolvimento de duas drogas semi-sintéticas chamadas de etoposídeo e tenoposídeo. Esses

compostos têm como alvo a DNA topoisomerase II e são amplamente utilizados no

tratamento do câncer de pulmão, testiclular, linfomas e leucemias (ITOKAWA et. al, 2008).
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Plantas medicinais possuem propriedades imunomodulátória e antioxidante,

levando à atividade anticâncer. São conhecidas por sua versatilidade em estimular ambas as

imunidades específica e não-específíca, além de possuidoras de vários compostos

fitoquímicos, os quais são dotados de elevada atividade antioxidante (PANDEY et al, 2006;

AGRAWALA et al, 2001). Essa propriedade pode prevenir tipos de câncer e outras doenças

uma vez que proporcionam proteção às células contra danos causados por radicais livres e

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

A inclusão de plantas ricas em compostos antioxidantes como fmtos, por

exeniplo, na dieta, pode prover efeitos protetores à saúde. Muitas substâncias e compostos de

origem vegetal presentes na dieta humana têm sido identificadas como agentes

quimopreventivos e seu consumo regzilar pode prevenir o desenvolvimento de câncer

(FERRARI; TORRES, 2002; BALUNAS et al, 2006). Esmdos têm demonstrado que

indivíduos vegetarianos estão menos ligados ao diagnóstico de câncer, além de apresentarem

lima intensa função imune o que explicaria possivelmente, essa relativa proteção contra a

doença (MADHURY; PANDEY, 2008; ARMSTRONG et al, 1981).

^

y
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2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS

Avaliar o potencial antitumoral in vitro da fração polissacarídica PFCM contra

as linhagens celulares HL-60, HCT-8, MDA-MB435 e SF-295.

Avaliar o potencial antitumoral in vivo da fração polissacarídica PFCM em

camundongos (Miis miisciiliis, linhagem Swiss) transplantados com tLimor sarcoma l 80.

Avaliar o efeito da fração polissacarídica PFCM por meio de exame

histopatológico, parâmetros hematológicos e bioquímicos em camundongos com Sarcoma

180.

^

^

-\,

•^

í
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3. MATERIAL E MÉTODOS

•v.

^

3.1. Atividade citotóxica m vitro

3.1.]. Obtenção e manutenção das linhagens celulares

O tipo histológico e a origem das células utilizadas no ensaio de citotoxicidade

estão listados na tabela 2.1. Todas as linhagens são pertencentes ao Laboratório de Oncologia

Experimental da Universidade Federal do Ceará.

As células foram cultivadas em meio RPMI 1640 complementado com 10% de

soro fetal bovino e 1% de antibióticos (penicilina/estreptomicina) em frascos plásticos para

cultura (75cm , volume de 250 mL). A incubação das células foi feita em estufa a 37 °C com

atmosfera de 5% de COz e o crescimento celular, observado com o auxílio de um microscópio

de inversão a cada 24 horas. Quando necessário, as células eram repicadas em meio de cultura

fresco, em concentração de 0,5-1,0x10 células/mL.

Tabela 2.1 - Linhagens de células tumorais utilizadas no ensaio de citotoxicidade m vitro
Linhagem Tipo Histológico Origem

HL-60
HCT-8
MDA-MB435
SF-295

Leucemia promielocítica
Carcinoma de colon
Carcinoma de mama

Carcinoma do sistema nervoso

Humano

Humano
Humano

Humano

^
^

\

3.1.2. Ensaio do MTT

A citato xicidade foi avaliada através do ensaio de MTT (MOSMANN, 1983).

Este ensaio pode ser utilizado para medir a citotoxicidade de um ,composto ao quantificar de

modo indireto, por análise colorimétrica, o número de células viáveis expostas ao composto

de interesse em diferentes concentrações. O ensaio do MTT se baseia na redução do sal

brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT), um composto de cor

amarelo, a fomiazan, de coloração púrpura, por enzimas mitocondriais presentes somente em

células metabolicamente ativas.

3. J. 3. Procedimento Experimental

As células, em uma concentração de 3x10 células/mL, foram plaqueadas em

multiplacas de 96 poços. O polissacarideo foi incubado durante 72 horas juntamente com a

suspensão de células em concentrações variando de 0,5 a 100 jiig/mL. A doxonrubcina foi

&
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utilizada como controle positivo. Após a incubação, as placas foram centrifugadas a 1.500

rpm por 15 minutos e o sobrenadante, descartado. Em seguida, cada cavidade recebeu 200 p,L

de solução MTT (0,5 mg/mL) e a placa foi reincubada por mais 3 horas em estufa a 37 °C e

5% de COz. Uma nova centrifligação foi realizada (3.000 rpm/lOmin), sendo o sobrenadante

descartado e o precipitado ressuspendido em 150 [tL de solução salina. A quantificação do sal

reduzido nas células foi deduzida a partir das absorbâncias lidas no comprimento de onda de

550 nm, com o auxílio de espectrofotômetro de placas, DTX 880 multimode detector,

Beckman Coulter.

3.2. Atividade antitumorcd in vivo

-•,

3.2.7. Obtenção e Manutenção dos Animais

Camundongos fêmeas (Mus muscuhis, linhagem Swiss) foram obtidos do Biotério

Central da Universidade Federal do Ceará e mantidos com livre acesso à água e alimento (ad

libiturn). O modelo de tumor utilizado foi o Sarcoma 180.

O animal de manutenção foi anestesiado com éter etílico e sacrificado por

deslocamento cervical. A transferência de tumor se deu por meio da coleta do líquido ascítico

da cavidade intraperitoneal, sendo preparada uma suspensão de células com 5,0 mL de

solução Ringer lactato, 0,2 mL de geníamicina (5 mg/mL) e 0,5 do líquido ascítico para

posterior contagem de células.

A

3.2.2. Procedimento Experimental

Os animais foram divididos em 9 gmpos, dos quais 8 foram inoculados com o

tumor sarcoma 180. Cada gmpo era composto de 8 animais. Uma suspensão de células na

concentração de 2x10 células/0,5 mL foi injetada na região axilar esquerda em cada animal
que compunham os 8 grupos submetidos à inserção do tumor. Após 24 horas o tratamento

com as substâncias testes foi iniciado, sendo mantido durante 7 dias consecutivos. A cada dia,

sempre no mesmo horário, cada gnipo era inoculado com sua respectiva substância e

concentração (TABELA 2.2). Salina fisiológica foi empregada nos grupos controle negativo

(C-), enquanto 5-fluorouracil (5-FU) 25 mg/kg foi utilizado como quimioterápico padrão nos

animais do gnipo controle positivo (C+). As vias oral (v.o) e intraperitoneal (i.p) foram

utilizadas para administração das substâncias 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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Após 24 horas do término do tratamento, os animais foram sacrificados por meio

de deslocamento cervical. Tumores, rins, fígado e baço foram retirados para pesagem e

análise histológica. O percentiial de inibição do crescimento tumoral (IT) foi calculado pela

fónnula: IT (%) = [(A-B) /A] x 100, onde A é a média dos pesos dos tumores no gmpo

controle e B, a média de peso dos Uimores nos animais tratados. Os dados foram comparados

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

's

Tabela 2.2-Representação dos grupos de animais utilizados de acordo com o tipo de
substância teste, sua concentração e via de administração

GRUPOS

Animais

transplantados com
tumor sarcoma 180

SOLUÇÃO

Animais saudáveis

VIA DE
ADMINISTRAÇÃO

l Salina 0,9% (C-)

2 Salina 0,9% (C-)

3 5-FU 25 mg/Kg/dia (C+)

4 5-FU 25 mg/Kg/dia (C+)

5 PFCM 10 mg/Kg/dia

6 PFCM 25 mg/Kg/dia

7 PFCM 50 mg/Kg/dia

8 PFCMlOOmg/Kg/dia

9 Salina 0,9% (C-)

l.p

v.o

l.p

l.p

l.p

l.p

v.o

v.o

l.p

^,

3.3. Análise morfológica e histopcitológica

^,

As análises morfológica e histopatológica foram realizadas a fim de avaliar um

possível efeito tóxico causado pela droga de interesse (PFCM). Para a análise histopatológica,

foi utilizada a técnica de coloração por hematoxilina/eosina, que pen-nite a visualização de

algumas estmniras celulares e, consequentemente a identificação de possíveis alterações que

estejam ocorrendo na célula.

3.3.1. Procedimento experimental

O tumor e os órgãos fígado, rins e baço foram retirados e amiiazenados em formol

a 10% de concentração. Após essa etapa, os órgãos foram seccionados para preparação das
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lâminas. O material foi fixado em fòrniol 10% por um período de 24 horas, em seguida

desparafinizado em xilol por 15 minutos, e desidratado em concentrações crescentes de álcool

até 70%. Em seguida, as lâminas foram lavadas com água destilada até que todo o álcool

fosse removido e, seguidamente, coradas com hematoxilina 0,1%.

3.4. Determinação dos parâmetros hematológicos e bioquímicos

-^

A determinação dos parâmetros hematológicos teve por objetivo avaliar possíveis

alterações na contagem total e diferencial de leucócitos. A análise bioquímica consistiu em

mensurar a concentração sérica das enzimas AST (aspartato aminotrasnferase), ALT (alanina

aminotrasnferase) e de ureia. Tais enzimas podem ser consideradas como marcadores de

danos no fígado, enquanto que a ureia está relacionada à integridade da função renal.

3.4.1. Procedimento experimental

Vinte microlitros (20 ^L) de sangue foram coletados e adicionados a 380 |.iL de

solução de Turk para contagem de leucócitos em câmara de Newbauer. Para a análise

bioquímica foram utilizados kits da LABTEST®, seguindo-se a metodologia descrita pelo

fabricante.

3.5. Análise Estatística

As análises estatísticas empregadas neste trabalho foram realizadas em programa

GraphPad PRISM 5.04 for Windows. Os resultados foram expressos como média ± erro

padrão da média (EPM) utilizando ANOVA (Student-Newman-Keuls) para comparações

entre gmpos distintos.

-a,.
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO

4.1. Avaliação do efeito antítumoral de PFCM m vivo no modelo de Sarcoma 180

.,

As propriedades antitumorais de PFCM foram investigadas m vitro e no modelo

de Sarcoma 180 in vivo. Como demonstrado para outros polissacarídeos (SOUSA et al, 2007;

LINS et al, 2008; GONZAGA et al, 2009), PFCM não foi capaz de inibir a proliferação de

células cancerosas cultivadas in vitro nas concentrações testadas (valores de IC5o superiores a

100 p.g/mL). 5-Fluorouracil, usado como controle positivo, mostrou valores de IC^o variando

de 0,36 a 12,59 (.ig/mL para as linhagens HCT-8 e HL-60, respectivamente.

Por outro lado, uma redução significativa no peso do tomar 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 gmpo controle tratados com

salina fisiológica foi de 1,37 ± 0,08 g, os gmpos administrados intraperitonealmente com

PFCM (10 e 25 mg/kg) apresentaram inibições de 70,40 e 72,89%, respectivamente

(FIGURA 2.3-A). A administração oral do polissacarídeo (50 e 100 mg/kg) inibiu o

crescimento do tiimor em 40,59 and 48,73% (FIGURA 2.3-B). Reduções de 67,65% foram

observadas para o gmpo tratado com 5-FU.

Compostos originados de produtos naturais com potencial citotóxico para vários

tipos de tumores podem apresentar mecanismos de ação diferentes podendo interagir

diretamente com o DNA, induzindo a apoptose, inibindo enzimas vitais para a célula, dentre

outras maneiras (MAYER; GUSTAFSON, 2004). A presença de atividade antitiimoral apenas

em modelos in vivo é bastante comum em polissacarídeos, entretanto existem casos em que o

composto também apresenta citotoxicidade in vitro (KHAJURE; RATHOD, 2011). Medina et

al (2008) relataram a atividade citotóxica in vitro para o polissacarídeo PSK, um

polissacarídeo derivado do fungo Coríohis versicolor que apresenta um grande potencial

como adjuvante na terapia anticancer, com resultados positivos contra o câncer gástrico,

coloretal, de mama e de pulmão (SAKAMOTO et al, 2006; UEDA et al, 2006).

a.
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Fig. 2.3 - Efeito dos polissacarídeos isolados de Passiflora edulis (PFCM) e 5-FU sobre o
desenvolvimento do tumor em animais transplantados com Sarcoma 180. O gráfico mostra o
peso do tumor e a inibição do crescimento do tumor. A- gmpos tratados intraperitonealmente
com PFCM (10 e 25 mg/kg/dia). B- gmpos tratados oralmente com PFCM (50 e 100
mg/kg/dia) Os dados estão apresentados como média ± E.P.M para gmpos de 8 a 16 animais.
* p < 0.05 comparado ao gmpo salina por ANO VA seguido por Student-Newman-Keuls.
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O padrão de atividade antitumoral obsei'vado em PFCM também foi descrito para

outros polissacarídeos como os alginatos de Sargassïim vitigare, polissacarídeos sulfatados de

Champia feldmannii e um complexo polissacarídeo-proteína de Agaricus blazei (SOUSA et

al, 2007; LINS et al, 2009; GONZAGA et al, 2009), além de pectinas e outros tipos de

polissacarídeos de plantas (ZHANG et al, 2011; SONG; DU, 2010) utilizando o mesmo

modelo. Tem sido sugerido que esta atividade está relacionada com a modulação do sistema

imune. Assim, os polissacarídeos bioativos são considerados modificadores da resposta

biológica, agindo através da ativação direta ou indireta de diferentes componentes do sistema

imune como macrófagos, linfócitos T, linfócitos B e células natural killer (LEUNG et al,

2006). Os mecanismos envolvidos neste processo não estão completamente esclarecidos, mas

as respostas observadas em modelos animais incluem a inibição do crescimento de células

cancerosas, da angiogênese e da metástase (LEUNG et al, 2006; GLINSKY; RAZ, 2009).

Também é importante mencionar que o efeito de PFCM é comparável, ou até mesmo

superior, ao observado com outros polissacarídeos usando o modelo de tiimor Sarcoma 180

(GAN et al, 2004; LIU et al, 2006; SOUSA et al, 2007; LINS et al, 2009; GONZAGA et al,

2009) (TABELA 2.3).

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

Polissacarídeo Dose Origem Via de

administração
Inibição do

tumor(8180)
Referência

PFCM 25mg/Kg Passifloru edulis i.p

PFCM lOOmg/Kg Passiflora edulis v. o

LBP3p lOmg/Kg Lycium barbarum v.o

Cf-PLS 25 nig/Kg Champici felclmaiiiíii i.p

- V 3,33 mg/kg Sargassiirn vitlgare v.o

+V 3,33 mg/kg Sargassiim vulgare i.p

+V 3,33 mg/kg Sargassiim valgare v.o

AC-OS lOOmg/Kg Antrodia camphorata i.p

AC-OS 200 mg/Kg Antrodia camphorata v.o

AIOPA 100mg/kg Inonotiis obliqmis v.o

AIOPA 300 mg/kg Ir.onotus obliquus v.o

74,3%

53,9%

43,0%

48,6%

74,8%

46,9%

88,2%

69,1%

58,8%

65,74%

70,56%

Este trabalho

Este trabalho

GAN et al, 2004

LINS et al, 2009

SOUSA, 2007

SOUSA, 2007

SOUSA, 2007

LIU et al, 2004

LIU et ul, 2004

ZHANG et al,
2011

ZHANG et al,
2011

<
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4.2. Análise dos parâmetros representativos de toxicidade

^

Um aspecto importante de tais estiidos é o perfil toxicológico desses

polissacarideos. Em geral, o tratamento é bem tolerado e os efeitos secundários observáveis

são potencialmente reversíveis (LEUNG et al, 2006; SOUSA et al, 2007; SOUSA et al, 2008;

LINS et al, 2009; GONZAGA et al, 2009). Numa apreciação preliminar nos animais

inoculados com Sarcoma 180, alterações morfológicas no fígado, rim e baço foram avaliadas

baseado no peso e parâmetros histopatológicos após tratamento com PFCM. Também,

alterações metabólicas básicas e hematológicas foram monitoradas incluindo os níveis de

ureia, alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST), além dos valores

de tipos celulares que possam evidenciar uma possível imunomodulação.

\

4.2.1. Peso dos Órgãos

As análises realizadas não evidenciaram alterações significativas no peso do

fígado ou do rim nos animais tratados com PFCM independente da dose ou via de

administração em relação ao gmpo não inoculado com o tumor. Da mesma fonna, os demais

gi-iipos inoculados com células de Sarcoma 180, não apresentaram alterações no peso de tais

órgãos. Contudo, os pesos do baço foram significativamente aumentados nos animais com

tumor transplantado, quando comparados com o gizipo saudável (p <0,05). De fato, após o

tratamento, o peso do baço nos animais tratados com PFCM mostrou-se significativamente

aumentado quando comparado com o gmpo controle saudável, bem como quando comparado

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

s.

4.2.2. Avaliação Histopatológica e Hematológica

A análise histopatológica dos tumores mostrou neoplasia maligna composta por

células poligonais exibindo pleomorfismo celular e nuclear, figuras de mitose, células

gigantes malignas, invasão muscular e áreas de necrose de coagulação em todos os grupos

com Sarcoma 180. No gizipo 5-FU observou-se nítida rarefação celular quando comparado

com os demais gmpos (FIGURA 2.4).

Análises histopatológicas das amostras do fígado dos animais tratados com PFCM

mostraram a presença de alterações como desorganização dos cordões de hepatócitos, necrose

focal de hepatócitos, hiperplasia das células de Kupffer e degeneração hidrópica de

hepatócitos, porém todas possíveis de reversão. Além disso, o tecido intersticial foi

-ï
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preservado em todos os grupos tratados com a fração polissacarídica (FIGURA 2.5), o que é

essencial para a regeneração do órgão (CURRAN, 1990). Da mesma forma, a ausência de

diferenças significativas nos níveis das enzimas hepáticas AST (aspartato aminotrasnferase) e

ALT (alanina aminotrasnferase) entre os animais do grupo saudável e do grupo tratado com

PFCM, indica que o tratamento com a fração obtida de P. edulis amenizou a intensidade dos

efeitos do tumor nos animais (TABELA 2.5).

Tabela 2.4 - Efeitos da fração polissacarídica (PFCM) isolada de Passiflora edulis, e do
5-FLI no peso dos órgãos de camundongos injetados com Sarcoma 180 (2,0 x
10 células/animal s.c.)

Droga
Dose

(mg/kg)

Fígado Baço ^/iR,m
(g/1 OOg de peso (g/1 OOg de peso (g/ ^ug'

coi^óreo) corpóreo) coSóreo)
Camundongos
Saudáveis

Salina

Camundongos
transplantados
tumor S 180

Salina

5-FU

PFCM

PFCM

PFCM

PFCM

4,59 ±0,190
3 3

0,18 ±0,030 1,46 ±0,050

com

5,18±0,188

25(i.p.) 4,86 ±0,191

10(i.p.) 4,70 ±0,190

25(i.p.) 4,76 ±0,328

50(v.o.) 5,30 ±0,160

100 (v.o.) 5,20 ±0,140

0,63 ±,071a l,17 ±0,025

0,46 ± 0,039 a'b 1,19± 0,041

0,66 ± 0,030 a'c l,14± 0,039

0,73 ± 0,035 a-c l,06 ±0,240

0,69 ± 0,039 a-c l,08 ±0,045

0,60 ± 0,034 alc l, 16± 0,044

O tratamento foi iniciado um dia após a implantação do Uimor, sendo continuado por 7 dias
consecutivos. Os dados são representados como média ± E.P.M. de 8 a 16 animais, a, (p <
0.05) comparado com animais do grupo saudável por (ANOVA) seguido por Student
Newman-Keuls. b, (p < 0.05) comparado com o gmpo salina inoculado com S 180 por
(ANOVA) seguido de Stiident Newman Keuls. c, (p < 0.05) comparado com o grupo tratado
com 5-FU por (ANOVA) seguido por Stndent Newman-Keuls.

Por outro lado, os rins retirados dos animais inoculados com o tumor e tratados

com PFCM mostraram uma miidança hidrópica discreta e algumas áreas de necrose do

epitélio tiibular proximal (dose de 25 mg/kg), hemorragia glomerular e tubular (FIGURA

^



^

'/

76

2.6). Contudo, a estrutura dos glomérulos manteve-se essencialmente preservada, o que

sugere que estas alterações podem ser consideradas potencialmente reversíveis (OLSEN;

LEZ, 1994). Estes resultados estão de acordo com os apresentados por Sousa et al (2007 e

2008) e por Lins et al (2009). Nenhuma mudança significativa foi observada nos níveis de

ureia, um dos parâmetros relacionados à integridade da função renal (TABELA 2.5).

Tabela 2.5 - Efeitos da fração polissacarídica (PFCM) isolada de Passiflora edulis, e do
5-FU nos parâmetros bioquímicos sanguíneos dos animais inoculados com

,6Sarcoma 180 (2,0 x 10° células/animal s.c.)

Droga Dose (mg/kg/dia) AST (UI/L) ALT (UI/L) Ureia (mg/dL)

.s í
<° >
.i ^
11
< s

Salina
47,8 ± 12,5 14,1 ±5,7 38,3 ± 4,1

o
co

w

Salina

5-FU

PFCM

PFCM

PFCM

25

25

50

100

55,6 ±10,5

69,0 ± 14,1

49,8 ±13,8

64,0 ± 12,5

S1,0±15,2

17,3 ±8,0

21 ±14,3

19,5 ±7,1

21 ±6,4

22 ± 9,4

45 ±6,1

53 ± 10,3

33,7 ±8,4

39,0 ± 5,8

39,6 ± 7,8

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

Em relação ao baço, os animais inoculados com a células tumorais e tratados com

PFCM mostrarani um aumento da polpa branca e do ninho de megacariócitos (FIGURA 2.7),

aliado ao fato de o tratamento com os polissacarideos ter induzido um aumento significativo

no peso do órgão. Esses dados sugerem uma ativação imunológica (LFNS et al, 2009). Aléni

disso, houve poucas alterações na estnitura celular do baço nos gmpos tratados com PFCM,

sendo estas, ainda, reversíveis. Essas observações corroboram com os dados da literatiu-a a

respeito da inoculação de tumores na experimentação animal caracterizada por aumento na

quantidade de granulócitos e esplenomegalia (KODAMA et al, 1974; OKAWA et al, 1992;

SATO et al, 2005).
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Fig. 2.4- Microfotografías representativas dos cortes histológicos (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 lâminas
foram coradas pela técnica H/E.
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Fig. 2.5- Microfotografias representativas dos cortes histológicos (400x) de fígados de
camundongos transplantados com tumor S 180. A-Gmpo 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.o. F- PFCM 100 mg/kg/dia-v.o. As lâminas foram coradas pela técnica
H/E.
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Fig. 2.6- Microfotografias representativas dos cortes histológicos (400x) de rins de
camundongos transplantados com tumor S 180. A-Gmpo 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. E-PFCM 50
mg/kg/dia-v.o. As lâminas foram coradas pela técnica H/E.
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camundongos transplantados com tumor S 180. A-Gmpo 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. E- PFCM
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técnica H/E.
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Segundo Okawa et. al (1992), a supressão imunitária observada em animais
portadores de tumor e também em pacientes com câncer, geralmente é 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 e também os tratados com 5-FU mostraram diminuição significativa
(p <0,05) no número total de leucócitos circulantes quando comparados aos animais
saudáveis. O tratamento com PFCM influenciou positivamente o aumento do número de
leucócitos totais em todas as doses testadas atingindo níveis de normalidade (TABELA 2.6).
Em outras palavras, PFCM aumentou ainda mais a esplenomegalia induzida pelo tumor,
quando comparado aos gmpos salina e 5-FU, ao mesmo tempo em que induziu uma elevação
no número total de leucócitos circulantes em comparação aos demais grupos transplantados
com Sarcoma 180 diminuindo, assim, a leucopenia característica da presença do tumor.

Em relação à contagem diferencial de leucócitos, houve uma diferença
significativa (p <0,05) no percentual de linfócitos e neutrófilos periféricos nos animais
transplantados com Sarcoma 180 tratados com solução salina, e com 5-FU, quando
comparados ao gmpo normal saudável. O 5-FU reduziu bastante o número de neutrófilos e
monócitos, fazendo com que o percentual linfocitário atingisse 92,9%. Além disso, 5-FU
reduziu o número de plaquetas, o qual se manteve inalterado nos gmpos tratados com PFCM,
independente da dose utilizada e via de administração (TABELA 2.6). Apesar de o
tratamento com PFCM também ter apresentado diferença significativa em relação ao grupo
controle saudável (p < 0,05), os gmpos tratados intraperitonealmente (25 mg/kg) com os
polissacarídeos apresentaram uma diferença menos acentuada no percentual de cada tipo de
leucócito quando comparados ao 5-FU, indicando uma melhor resposta do animal tratado com
PFCM frente aos efeitos do tumor do que o quimioterápico. Mais ainda, o tratamento com
PFCM administrado oralmente (50 e 100 mg/kg) nomializou o percentual de linfócitos
periféricos no sangue (TABELA 2.6).
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Estes resultados indicam que a ação de PFCM está relacionada a um aumento dos
tipos celulares envolvidos no mecanisnio de defesa preliminar do organismo. Um amplo
número de polissacarídeos de plantas têm sido considerados como modificadores da resposta
biológica, sendo relatados por proporcionar respostas imunológicas relacionadas à ativação do
sistema complemento, proliferação de linfócitos e estimulação de macrófagos
(INTNGJERDINGEN et al, 2007). Dentre essas moléculas biologicamente ativas, os
polissacarídeos pécticos constitiiídos de arabinogalactanas são frequentemente registrados por
suas propriedades relacionadas ao sistema imune (PAULSEN, 2001; SAMUELSEN et al,
1998; KIM et 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 estmturais:
arabinogalactanas tipo I (AG-I) e arabinogalactanas tipo II (AG-II). AG-I é encontrada como
regiões de ramificação em ramnogalactiironanas de pectinas complexas (VINCKEN et al,
2003). Pectinas de plantas também têm sido relatadas por seu efeito antitumoral in vivo além
de proporcionar ativação imunológica (INNGJERDINGEN, et al, 2005 e 2007; GLISNKY;
RAZ, 2009: AZEMAR et cd, 2007), inclusive com perfis de ação semelhantes aos observados
para PFCM (ZHANG et al, 2011). No capímlo I deste trabalho relatou-se que PFCM é
constitLiída por uma região de ramnogalactiironanas do tipo l (RG-1) com ramificações de
açúcares neutros representados principalmente, por arabinose e galactose, o que sugere a
existência de arabinogalactanas como cadeias laterias do polissacarídeo c que con-obora com
os dados apresentados na literatura.

—i
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5. CONCLUSÕES

s

Demonstrou-se que a fração polissacarídica (PFCM) isolada de Passiflora ediilis

não exibiu atividade citotóxica contra linhagens de células tumorais m vitro. Contudo, PFCM

possui efeitos antitumorais in vivo, amenizando sob alguns aspectos os eventos de toxicidade

do tumor como obsei-vado nas análises histopatológicas que revelaram alterações celulares em

alguns órgãos, porém, todas potencialmente reversíveis.

O padrão de ação observado na atividade antitumoral de PFCM é semelhante ao

de polissacarídeos obtidos de outras fontes, inclusive substâncias de natureza péctica, através

da ativação do sistema imune. Assim, a atividade observada para PFCM pode estar

relacionada à propriedades imunoestimulantes.
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CAPÍTULO III

^

Estudo das propriedades hipoglicemiante e hipolipidêmica e da ação anti-inflamatória
dos polissacarídeos pécticos de Passiflora edulis fo. flavicarpa O. Deg., Passifloraceae em

ratos diabéticos

\
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l. REFERENCIAL TEÓRICO

^

1.1. Considerações gerais sobre síndrome metabólica e diabetes mellitus

Devido à crescente incidência nos países ocidentais, a síndrome metabólica, uma

desordem metabólica caracterizada por obesidade, hipertensão, díslipidemia e resistência à

insulina, é considerada um dos mais importantes problemas de saúde pública no mundo,

sendo considerada o maior fator de risco para o desenvolvimento de diabetes tipo 2, doença

cardiovascular, e também alguns tipos de câncer (MEIGS, 2003; MEIOS et al, 2006; FORD

et al, 2004).

A patogênese desta síndrome é complexa e ainda não totalmente compreendida.

Obesidade e resistência à insulina, acompanhadas de alterações no perfil e concentração de

honuonios e citocinas produzidos pelo tecido adiposo têm sido consideradas como possíveis

agentes causais (FRAYN, 2000). Nas últimas duas décadas, tem-se considerado que

mudanças no estilo de vida podem fLincionar como a terapia iniciai para a prevenção e

tratamento desta patologia. Dentre tais mudanças, as modificações nos hábitos alimentares são

muito relevantes (GRUNDY et al, 2005). A ingestão de fibras representa uma maneira

interessante de tratamento para a síndrome metabólica, a partir de seus diversos efeitos

fisiológicos, os quais estão relacionados à sua estmtura e propriedades físicas e químicas

(DAVY; MELBY, 2003; DELZENNE; CANI, 2005). A partir dessas características, os

diferentes tipos de fibra têm sido relatados por auxiliar no controle do peso corpóreo e na

homeostase dos níveis glicêmicos, lipidêmicos e de sensibilidade à insulina, além da

regulação de alguns marcadores e mediadores de inflamação envolvidos no processo de

desenvolvimento da síndrome metabólica (QI et al, 2006: DIETRICH; JIALAL, 2005;

DANDONA et al, 1998; KING, 2005).

A busca por novos fármacos mais eficazes para o tratamento do diabetes já

proporcionou o isolamento e a caracterização de diversos compostos possuidores de ação

hipoglicemiante (WANG; NG, 1999). Interessantemente, as fibras alimentares representam

um novo grupo de compostos dotados de atividade hipoglicêmica em potencial. A ação de

compostos de natureza glicídica sobre os níveis de glucose sanguíneos tem sido bem relatada

(GOMATHY et al, 1990; GIACO et al, 2000; BENNETT et «/, 2006).

Os distúrbios no metabolismo decoiïentes de doenças endócrinas refletem-se, na

maioria das vezes, na carência ou excesso de produção de hom^ônios e no envolvimento de

enzimas e receptores específicos. Assim, a restauração dos níveis hormonais normais e o
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estudo da inibição enzimática, representam maneiras de promover a manutenção da
homeostase metabólica em caso de patologias desta natureza (OLIVEIRA et al, 1997).

O controle da glicemia sanguínea é regulado através da ação de hormônios
pancreáticos, dentre os quais o glucagon e insulina, sendo esta o principal harmónio
controlador do metabolismo inten-nediário, reduzindo de maneira aguda os níveis de glucose
plasmática. Desse modo, sua secreção diminuída ou uma redução na sensibilidade à sua ação
acarretam um aumento nos níveis de glucose (RANG et al, 2004).

Células B ou R secretoras de insulina e amilina: células A e D, secretoras de
glucagon e somatostatina, respectivamente, e células PP, secretoras do peptídio pancreático
são os quatro tipos principais de células presentes nas ilhotas de Langerhans (RANG et al,
2004).

A amilina é um peptídeo responsável por retardar o esvaziamento gástrico e capaz
de se opor à ação da insulina por estimular a degradação de glicogênio no músculo estriado. A
somatostatina fLinciona como fator de regulação na liberação de insulina e glucagon, além de
inibir a liberação do hormônio de crescimento pela hipófise. A secreção de glucagon é
regulada a partir dos níveis de glucose e ácidos graxas, sendo estimulada quando ás
concentrações dos mesmos estão baixas, enquanto um aumento em seus níveis promove uma
redução na liberação de glucagon pelas Células A no pâncreas (RANG et al, 2004).

A insulina mostra ações no metabolismo da glucose em diversos tecidos,
sobretudo no fígado, onde inibe a degradação do glicogênio (glicogenólise) e a síntese de
glucose, a partir de fontes diversas dos carboidratos (gliconeogênese), além de estimular a
síntese de glicogênio mantido no fígado. Seus efeitos no músculo e lipídeos representam uma
maneira de conservar as fontes energéticas ao favorecer a captação e amiazenamento da
glucose, dos aminoácidos e dos lipídios, quando ingeridos. Quedas nos níveis de insulina no
plasma promovem um aumento na glicemia, causando o diabetes mellitiis, um distúrbio
metabólico crónico caracterizado por níveis elevados de glucose no sangue (RANG et al,
2004).

O diabetes mellitiis é considerado uma síndrome caracterizada por alterar a
homeostase do organismo, por distúrbios metabólicos dos carboidratos, e capaz de envolver o
metabolismo de proteínas e lipídios (NEGRI, 2005). A doença compreende sintomas tais
como sede e fome excessivas, fraqueza muscular, perda de peso e elevação do nível de
glucose no sangue (SAID et al, 2002; GODOY, 2000; BERNE; GENUTH, 2000; ROBBINS
et al, 1991). O sintoma da sede intensa, acompanhado por desidratação e ingestão aumentada
de líquidos (polidipsia) em diabetes está relacionado à perda de ágiia e metabólitos

^
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intracelulares, que altera o estado normal dos osmon-eceptores dos centros da sede no cérebro.
O excesso de açúcar não utilizado traz como consequência 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 degradação e uma diminuição na síntese de proteínas. A
cetoacidose desenvolve-se devido à degradação acelerada das gorduras em acetil-CoA que, na
ausência de metabolismo aeróbico de carboidratos, é convertida em acetoacetato e j3-

hidroxibutirato (provocando acidose) e cetona (RANG et al, 2004).

Outras manifestações sintomáticas citadas em referência ao diabetes são

parestesias, distúrbios visuais e no aparelho geniturinário, disfunção erétil e diminuição da
libido (OLIVEIRA; MILECH, 2004). O diabetes também parece estar associado à alterações

na cognição. Estudos examinando a incidência de demência em pessoas com diabetes mellitus
revelaram um maior grau de representatividade em diabéticos do que em pessoas sem a
doença. Este alto risco inclui tanto a doença de Alzheimer quanto casos de demência vascular
(BIESSELSé-ía/,2006).

A hiperglicemia, um aspecto característico do diabetes, é resultado da destmição

das células R nas ilhotas de Langerhans, acan-etando à redução parcial ou total da secreção de

insulina, ou mesmo devido a uma maior resistência fisiológica à ação deste homiônio
(DANEMAN, 2006) e na liberação descontrolada de glucose pelo fígado, além de uma baixa
captação do açúcar pelo músculo esquelético e reduzida síntese de glicogênio (RANG et al,
2004). A hiperglicemia crónica está associada à lesão, disfunção e falência de vários órgãos,
especialmente olhos, rins, nei-vos, coração e vasos sanguíneos (PEREIRA et al, 2006).

Um dos efeitos causados pela ausência de insulina e o consequente aumento de

glucose no sangue é a alteração nos níveis das lipoproteínas plasmáticas, as quais são

dependentes da ação de insulina. No diabetes, a deficiência no controle da hiperglicemia está

associada a alterações dos triglicérides, diminuição do HDL e, em alguns casos, aumento no

LDL, contribuindo para o desenvolvimento de doenças coronarianas (STONE, 2008).

Pacientes diabéticos estão mais sujeitos às doenças cardiovasculares prematuras. O aumento

do colesterol está associado ao crescimento do risco de problema vascular, o qual se mostra

mais pronunciado em indivíduos diabéticos do que em não diabéticos. A hipertrigliceridemia
obsei-vada no diabetes mellitiis, está relacionada aos baixos níveis de HDL decorrentes da

hiperglicemia característica da doença (BETTERIDGE, 1996).
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O diabetes é reconhecido sob dois tipos: tipo l, também chamado de tipo insulino-
dependente ou tipo juvenil, e tipo 2 ou tipo não insulino-dependente. Kuzuya (2002) sugere
uma nova classificação baseada na etiologia da doença. Ele utiliza conceitos de estágios
clínicos, desde a nonnalidade, passando a uma diminuição de tolerância à glucose, e glicemia
de jejum alterada, até o desenvolvimento e diagnóstico propriamente ditos. Sendo, portanto,
eliminados os tennos insulino-dependente e insulino-não-dependente. No entanto, utilizar-se-
á aqui a primeira proposta de classificação.

O diabetes tipo l é condicionado pela destruição das células P no pâncreas,
provocando uma deficiência parcial ou mesmo total na liberação de insulina. Representa de
5%-10% dos casos totais. Em geral, os diabéticos tipo l são jovens e não-obesos quando na
primeira manifestação dos sintomas. Embora menos incidente que o tipo 2, é uma séria
desordem crónica com importantes consequências a longo prazo. Apresenta um forte
componente genético, que toma aumentada a susceptibilidade de alguns indivíduos e uma
predisposição hereditária, com incidência 10 vezes maior em parentes de primeiro grau de um
caso original (DANEMAN, 2006; RANG et al, 2004).

São identificadas duas subformas; tipo IA, resultante do ataque às células B,
mediado por células autoimunes, e o tipo l B, o qual é menos frequente, e com causas ainda
nãc esclarecidas, ocorrendo mais comumente em indivíduos asiáticos e descendentes de
africanos, os quais mostram variações nos níveis de deficiência de insulina entre episódios
esporádicos de cetoacidose (DANEMAN, 2006). Os pacientes acometidos com diabetes tipo l
fazem uso diário de insulina para manter sob controle os níveis glicêmicos. Em caso da não
administração do hormônio, acabam moiTendo com cetoacidose diabética (RANG et al,
2004). O diabetes tipo 2 representa um grupo heterogéneo de desordens assinaladas pela
resistência à insulina e diminuição da secreção do honnônio (REES; ALCOLADO, 2005).
Frequentemente, pacientes acometidos pelo tipo 2 são obesos, com um número maior de casos
da doença na fase adulta e um aumento progressivo na incidência em relação ao aumento da
idade à medida que ocorre um declínio da função das células p (RANG et al, 2004).

A hiperglicemia pós-prandial é a primeira anormalidade metabólica em diabéticos
tipo 2 e também representa um importante fator na predição do início de complicações
macrovascular e microvascular, que contribuem para o progresso dos sintomas no diabetes
me//;hró(RATNER,2001).
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O diagnóstico do diabetes baseia-se nas alterações de glucose plasmática de jejum
(8-12 h) ou após uma sobrecarga de 75 g de glucose por via oral, com medições após duas
horas (teste oral de tolerância à glucose - TOTG) e nos níveis de glucose plasmática casual
(PEREIRA et al, 2006). Os valores dos níveis de glucose plasmática de jejum, de tolerância
ao açúcar e de medida casual em pessoas normais e diabéticas estão descritos na Tabela 3.1.
Para indivíduos normais, os níveis de glucose plasmática devem ser mantidos regulados em
uma faixa compreendida entre 60 e 110 mg/dL. Valores acima de 126 mg/dL representam
riscos da doença e preconizam o início de acompanhamento adequado. A primeira
manifestação de intolerância a carboidratos em humanos é uma insuficiência na secreção de
insulina com consequente deficiência na utilização de glucose. A identificação real nos níveis
elevados de glucose plasmática, em combinação com a hemoglobina glicada, é a predição
mais acurada de anormalidade metabólica em pacientes com diabetes tipo 2 (RATNER,
2001).

1.3. Diabetes e Inflamação

•s

^

Alguns estados têm procurado analisar o envolvimento da inflamação em diabetes
tipo l e tipo 2 e suas complicações vasculares. Discute-se que mediadores da inflamação estão
associados com o desenvolvimento da doença, interferindo nos aspectos de resistência à
insulina (YUDKJN et al, 1999). O fator de necrose tumoral, TNF-a, uma ciocina pró-
inflamatória, é capaz de influenciar o metabolismo de lipídeos e de glucose, inibindo a ação
da insulina e o funcionamento das células beta pancreáticas, disparando os processos de
inflamação agudo e crónico (PICKUP, 2004). Relatou-se que pacientes com diagnóstico da
doença apresentaram valores significativamente altos de proteínas relacionadas à fase aguda
da inflamação, além de agentes pró-inflamatórios, quando comparados com pacientes sadios
(TEMELKOVA-KUKTSCHIEV et al, 2002). Zozulinsk et al (2006) citam um estudo do
Diabetes Control and Complications Trial (DCCT) em diabetes tipo l e do Uiiifecl Kiiigdom
Prospective Study (UK.PDS) em diabetes tipo 2, os quais mostram claramente, que o intensivo
controle da hiperglicemia pode reduzir a emergência e progressão de retinopatias, neuropatias
e nefropatias.

Chiarelli et al (1999) demonstraram que produtos derivados de glucose a partir de
alterações nos padrões de glicosilação, tem um importante envolvimento na resposta
inflamatória. Além de aumentar a adesão de leucócitos, geram estresse oxidativo e induzem a
expressão de genes inflamatórios, incluindo mRNAs para interleucina-6 (IL-6) e TNF- a,
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podendo iniciar ateroesclerose em diabéticos. Esses compostos derivados de glucose também
desencadeiam uma intensificação nos efeitos da hiperglicemia no sangue.

A alteração no padrão de glicosilação de proteínas relacionadas à inflamação foi
também avaliada por Higai et al (2003). Neste trabalho os autores estudaram
comparativamente, a glicosilação da glicoproteína ai-ácida (AGP), cujos níveis séricos
tomam-se bastante elevados em pacientes com inflamação e câncer, em gmpos de pacientes
normais acometidos por inflamação aguda e em pacientes diabéticos. A alteração da glicana
conjugada à AGP sofreu monitoramento através de interações de afinidade com lectinas
(proteínas que reconhecem e se ligam reversivelmente a carboidratos e glicoconjugados)
visualizada por ensaios imunoquimicos através do reconhecimento específico da proteína
ligante. Os resultados obtidos demonstraram que pacientes diabéticos não exibem alterações
no padrão de glicosilação em AGP considerados como específicos à doença. Os autores
afirmam que, por ser uma patologia sistémica, as alterações nas glicanas da glicoproteína em
diabéticos são similares aos indivíduos com inflamação aguda.

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

Gategoria _Jejum TOTG75g-2h _Casual

Normal <110

Glucose plasmática de jejum alterada ^1 10 e <126

Tolerância à glucose diminuída <126

Diabetes mellitiis > 126

<140

^140e<200

>200 >200 com sintomas

Fonte: PEREIRA et al, 2006

/^<

Vários marcadores da fase aguda da inflamação têm sido relatados por estarem

aumentados em diabetes tipo l. Mais ainda, mostrou-se que a interleucina-6, uma citocina
pró-inflamatória que se mostra elevada em diabetes tipo 2, tem seus níveis aumentados em
virtLide de eventos de hiperglicemia. A proteína C-reativa é um marcador da fase aguda da
inflamação que está associado com inflamação sistémica sendo relatados aumentos de sua
concentração em indivíduos com doença cardiovascular, e valores elevados foram relatados

para adultos jovens com diabetes tipo l (SNELL-BERGEON et al, 2010).
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A hiperglicemia pode levar à produção de proteínas pró-inflamatórias como as

citocinas, na medida em que provoca danos às células endoteliais. A injúria endotelial causada

pêlos elevados níveis de açúcar sanguíneo aumenta a formação de radicais livres, provocando

uma queda na produção de óxido nítrico, associada a uma disfunção endotelial detectada em

pacientes diabéticos (NISHIKAWA et al, 2006).

A disfunção endotelial também está relacionada com hipercolesterolemia e

obesidade abdommal. Considera-se o excesso de tecido adiposo fator de risco para o

desenvolvimento de resistência à insulina (WU; WU, 2006). Sob esse aspecto, tem-se

observado um aumento do quadro de obesidade em diabéticos tipo l e tipo 2, em especial em

adultos jovens, em diversas nações (SNELL-BERGON et al, 2010; LIESE et al, 2010).

O tecido adiposo tem lima representatividade significativa no processo

inflamatório. Em indivíduos obesos, esse tipo de tecido contém macrófagos ativados que

juntamente com os adipócitos secretam mediadores de inflamação como o próprio TNF-a,

que podem contribuir para a resistência à insulina (GOLDBERG, 2009).

A obesidade está associada a uma resposta inflamatória crónica caracterizada pela

produção anonual de adipocinas e ativação de alguns-sinalizadores pró-inflamatórios que

resultam na indução de vários marcadores de inflamação no diabetes tipo 2 (BASTARD et a!,

2002; SARTIPY; LOSKUTOFF, 2003). Na última década fortaleceu-se a evidência de que a
obesidade e o concomitante desenvolvimento de inflamação são os maiores responsáveis pela

resistência à insulina (BASTARD et al, 2006). EstLidos em humanos obesos e com resistência

à insulina revelam uma associação clara entre a ativação crónica de citocinas pró-

inflamatórias e a diminuição da sensibilidade a este homiiônio. Por exemplo, níveis elevados

do fator de necrose tiimoral (TNF-a), interleucina-ó e interleucina-8 (IL-8) têm sido todos

eles, relatados em vários estados de diabetes e resistência à insulina (STRACZKOWSK.I et al,

2002; SARTIPY et al, 2003; LUCA; OLEFSKY, 2008; SHOELSON et al, 2007; KING,

2008).

O processo inflamatório pode, ainda, estar intimamente relacionado aos eventos

de diminuição da sensibilidade à insulina em diabéticos (LUCA; OLEFSKY, 2008). A

interação direta de sinalização de insulina com vias inflamatórias pode ser observada na

Figura 3.1. A via PI3K/AKT é referente ao processo de sinalização da insulina sobre o

metabolismo de nutrientes, inclusive captação intracelular de glucose. A via Ras/MAPK

mediada pela ação do hormônio tem relação com a expressão de genes, mas também, interage

com a via PI3/AKT para controlar o crescimento e a diferenciação celular. A ativação do

receptor de insulina leva a fosforilação no resíduo de tirosina de IRS1 iniciando desse modo, a

^"^
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transdução do sinal. Estimulação das vias inflamatórias mediadas pelas proteínas NFjB e AP-
l resultam da ativação de serinas quinases como Ikkb e Jnkl, as quase reduzem a habilidade
de IRS1. Reguladores negativos adicionais das proteins IR.S-1 incluem as proteínas Soes e o
óxido nítrico (NO) que são induzidas na inflamação, e promovem a degradação de IRS
(LUCA; OLEFSKY, 2008).

1.4. Formas de Tratamento do Diabetes Mellítus

•^s

A insulina é considerada essencial para o tratamento do diabetes tipo l. Este
requer inj ecoes diárias do hormônio, com o intuito de prevenir os distúrbios metabólicos
causadores de cetoacidose e morte. A insulina, por ser degradada no trato digestório, é
administrada de forma parenteral, mais comumente por via subcutânea, 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 sinalização da insulina e relação com vias de inflamação (Fonte:
LUCA; OLEFSKY, 2008).
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No diabetes tipo 2 ocorre uma diminuição da sensibilidade dos tecidos-alvo ao

efeito da insulina (OLIVEIRA; MTLECH, 2004). Esse tipo da doença ocorre mais

frequentemente em pessoas com idade a partir de 40 anos e está relacionada à obesidade.

Diversos estudos têm sugerido mecanismos de controle do índice glicêmíco como meio de

reduzir a incidência e severidade das complicações crónicas (SHINKAY, 1999). De íbm^a

mais simplificada, dietas e exercícios correspondem ao ponto de partida para o tratamento

(IGNARRO et al, 2007; GANNON e NUTTALL, 2006). Contudo, os medicamentos

hipoglicemiantes tomam-se comumente necessários e a utilização de insulina também é

importante, em alguns casos, além de mudanças nos padrões de alimentação e atividade física

(KOSKI, 2006).

As quatro principais classes de agentes hipoglicemiantes orais são as

sulfoniluréias, as biguanidas, inibidores de a-glucosidase e as tiazolidinodionas, todas

avaliadas quanto a seus mecanismos de ação, efeitos sobre lipídeos, mterações com fámiacos,

doses e custos (KOSKI, 2006).

As sulfoniluréias reduzem o nível de glucose plasmática primariamente por

aumentarem a liberação de insulina a partir do estímulo às células p do pâncreas. Assim.

elevam os níveis plasmáticos de insulina, causando hipoglicemia. Entretanto, não exibem

efeito significativo sobre os lipídios (KOSKI, 2006).

A metformina é o único fármaco da classe das biguanidas atualmente disponível.

Seu mecanismo primário consiste em uma diminuição dos níveis de glucose, a partir da

diminuição da gliconeogênese no fígado, além de aumentar a sensibilidade à insulina em

tecidos periféricos e diminuir a absorção de glucose no intestino. A metformina também

demonstrou ter efeito sobre os lipídios, diminuindo os níveis de LDL e triglicérides sem,

contudo, aíetar significativamente os níveis de HDL (KOSKI, 2006).

Os inibidores de a-glucosidase são drogas que interferem na absorção dos

carboidratos pelas células intestinais. Seu efeito consiste na redução, primeü-amente, dos

níveis de glucose pós-prandial no plasma, amando como competidores e inibidores reversíveis

de a-glucosidase e a-amilase impedindo, assim, o fomecimento de glucose, a partir da quebra

enzimática de polissacarídeos complexos (KOSKI, 2006).

As tiazolidinodionas aumentam a sensibilidade dos tecidos muscular e adiposo à

insulina. Também diminuem a produção de glucose hepática e são potentes e seletivos

agonistas dos receptores y nucleares, que regulam a transcrição de genes envolvidos no

controle da produção, transporte e utilização de glucose (KOSKI, 2006).

-i.
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Outros agentes hipoglicemiantes orais em desenvolvimento para o tratamento de
paciente diabéticos tipo 2 inclueni drogas inibidoras de certas enzimas responsáveis pela
ativação de glucoquinases, promovendo uma redução da glucose pós-prandial (KOSKI,
2006).

Contudo, dos medicamentos correntemente usados na prática clínica, nenhum é
capaz de restaurar com sucesso os níveis normais de glicemia em muitos pacientes. Ou, por
outro lado, tomam-se falhos no decon-er de algum tempo. Mais ainda, o uso contínuo de
drogas sintéticas antidiabéticas pode causar efeitos colaterais e toxicidade (ZHANG et al,
2006). Assim, a biisca por drogas antidiabéticas naturais e não-tóxicas faz-se necessária para o
tratamento da doença.

1.5. Modelos Animais em Diabetes Mellitus

—•
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Modelos animais são, extensivamente, empregados na pesquisa do diabetes
mellitus. Na década de 1880, a utilização de cães para obser/ar-se a absorção de gordura pelo
intestino culminou em uma das mais importantes descobertas para o tratamento e
entendimento do diabetes. A remoção do pâncreas do animal ocasionou o desenvolvimento de
poliúría e polidpsia e o consequente diagnóstico do diabetes. Tais estudos utilizando um cão
pancreatectomizado confímiaram o envolvimento central do pâncreas na homeostase da
glicemia e possibilitaram a descoberta e purificação da insulina em 1920 (BLISS, 2000 citado
por REES; ALCOLADO, 2005).

Uma das maneiras mais diretas de estudar a hiperglicemia em animais é através da
remoção parcial ou total do pâncreas. Em geral, ratos e camundongos pancreatectomizados
são mais comumente utilizados. No entanto, existe uma maior crítica ao uso desses animais,

uma vez que podem não reíletir adequadamente a situação em humanos, o que justifica o uso
de outros animais como cães, gatos, porcos e pnmatas (REES; ALCOLADO, 2005). Por
outro lado, as influências genéticas em roedores não representam um fator agravante, a
exemplo do que ocorre em humanos, nos quais se toma difícil ou até mesmo impossível de se
controlar, e são amenizadas pêlos estiidos nas muitas gerações surgidas em um curto intei-v-alo
de tempo (FARIAS, 1997).

Outros métodos que não empregam procedimentos cirúrgicos para a remoção do
pâncreas também são amplamente utilizados. Esses modelos incluem a administração 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, são toxinas capazes de destruir as células (3

do pâncreas, causando hiperglicemia. A administração destas em ratos, coelhos e
camundongos é amplamente reconhecida como causadora de um estado similar ao observado
nos pacientes diabéticos tipos l e 2, os quais apresentam, além de hiperglicemia, polidpsia,
polifagia, poliúria, bem como baixos níveis de insulina, sendo capazes de sobreviver por
meses (RERUP; TARDING, 1969; LUNDQUIST; RERUP, 1969).

A estreptozotocina é um glicosídeo nitrosourea isolado de Streptomyces
achromogenes, com amplo espectro antibiótico e com atividade antineoplásica. E um
poderoso agente capaz de interferir na ftmção da proteína de transporte de glucose na
membrana celular, na glucoquiiiase, e na indução de múltiplas quebras no DNA (REES;
ALCOLADO, 2005). A estreptozotocina estimula a produção de radicais livres que levam à
destruição das células (3 (NEGRI, 2005). Uma única dose da toxina pode produzir diabetes em
roedores, possivelmente como resultado de efeitos tóxicos diretos. Desse modo, utiliza-se a
estreptozotocina em peqiienas doses durante intervalos de 5 dias, o que induz o início da
destruição imune das células p, assim como em humanos com diabetes tipo l (REES;
ALCOLADO, 2005).

O aloxano é uma toxina derivada da pirimidina, com alta seletividade, podendo
lesionar as células R pancreáticas em diversos sítios, incluindo a glucoquinase e o DNA,
através da liberação de radicais livres, assim como a estreptozotocina (DUNN; MCLETCHIE,
1943). Uma desvantagem em relação ao uso de aloxano em modelos experimentais de
diabetes é sua instabilidade química, metabolismo rápido e fatores como idade e dieta, que
dificultam estabelecer uma relação clara entre as doses de aloxano e sua concentração efetiva
no pâncreas (NEGRI, 2005).

Outro modelo bastante usado na experimentação do diabetes é o de glicosúria. A

florizina é um flavonóide de ocon-ência natural capaz de se ligar aos transportadores
Na/glucose no túbulo renal proximal, quando injetada por via subcutânea, inibmdo a
reabsorção de glucose (REES; ALCOLADO, 2005).

ï^
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Dentre as diversas atividades e propriedades biológicas detectadas em

componentes de plantas, àquelas de efeito hipoglicemiante são objeto de amplas discussões e

análises nos últimos anos. A pressão exercida pelo diabetes, considerado uma entre as dez

maiores causas de morte nos países ocidentais (NEGRI, 2005), motivou diversos

pesquisadores e organizações de caráter público a investir na procura por novas drogas, mais

efetivas, capazes de amenizar os efeitos da doença.

Encontra-se na literatura científica um grande número de compostos originados de

plantas em relação às suas atividades hipoglicêmicas. Dentre esses compostos são citados

flavonóides, xantonas, triterpenos, alcalóides, glicosídeos, derivados de ácido aminobutírico,

guanidinas, polissacarídeos e peptídeos. Outros com atividade hipocolesterolêmica incluem P-

carotenos, licopenos. P-sitosterol, sitostanol, saponinas, proteínas, fibras alimentars,

propionatos, para citar algims (WANG; NG, 1999).

A espécie Agrimonia eupatoria, uma planta típica 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 secreção de insulina e aumentar a absorção de glucose no músculo.

Viana el al (2004) demonstraram a atividade hipoglicemiante de Cissiis sicyoides,

uma planta medicinal populam-iente usada no tratamento de diversas doenças. Extraías

aquosos das folhas reduziram de forma significativa, os níveis de glucose em ratos diabéticos.

Extratos aquosos e metanólicos de Bryophylhnn pinnatiim e Hypoxis

hemerocallidea causaram significativa hipoglicemia em ratos e camundongos nonrnais e

diabéticos (OJEWOLE, 2006). Extratos metanólicos de Barleria lupulina administrados por

via oral, exibiram significativa ação hipoglicêmica em ratos (MURUGESAN et al, 2005).

Efeitos similares foram observados em Cyperus rotwuhis (RAUT; GAIKWAD, 2006),

Ihervillea sonorae (ALARCON-AGUILAR et al, 2005), Annona squumosa (GUPTA et al,

2005), Thea sinensis (MIURA et al, 2005), Psidium giiajava (OH et al, 2005), Murraya

koenigii (KESARI et al, 2005) e Vernoma colorata (SY et al, 2005).

Recentemente, um estudo com três espécies de plantas medicinais (Miirruya

koenigii, Psidiiim giiajavu, e Catliaranthiis roseiis) demonstrou a propriedade antidiabética de

extratos das folhas em ratos com diabetes induzido por estreptozotocina. Além de alterar

positivamente as manifestações do quadro diabético, os efeitos foram semelhantes ao da droga

padrão glibenclamida (PRASAD et al, 2009). Wadkar et al, (2008) ressaltam que o
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isolamento e a identificação dos constituintes ativos de plantas com ação antidiabética são
importantes para elucidar o mecanismo da atividade observada.

Muitas espécies de plantas são usadas etnofarmacologicamente e/ou
experimentalmente para o tratamento dos sintomas de diabetes mellitus. O estiido com essas
diferentes espécies de plantas medicinais pode favorecer o desenvolvimento de novas drogas
de ação terapêutica contra a doença (BNOUHAM et al, 2006).

Na medicina chinesa 82 plantas medicinais têm seu uso na terapia de diabetes
mellitiis (LI 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 índia, todas
exibindo graus distintos de atividade hipoglicêmica, com destaque para 24 espécies, as quais
se mostraram bastante efetivas.

No Mexico, Hemandez-Galicia et cd (2002) realizaram um estudo sobre plantas da
região 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 e Leguminosae as duas famílias com maior representatividade de espécies,
segiúdas de Cactaceae, Euphorbiaceae, Rubiaceae, Solonaceae, Cucurbitaceae e Rosaceae.

Alguns trabalhos relatam inclusive, qual, dentre os diversos compostos existentes,
é o princípio ativo responsável pela atividade hipoglicemiante detectada. Um diterpeno
denominado trans-dehidrocrotonina foi isolado da planta Croton cajiicara por Silva et. al
(2001). Os autores evidenciaram experimentalmente, a capacidade do composto de rediizir os
níveis de glucose sanguínea, bem como os de triglicérides em ratos diabéticos tratados com
sti'eptozotocina (STZ), com decréscimos de 56%-61% nos indices glicêmicos num período de
24 a 72 h, enquanto os níveis de triglicérides foram reduzidos em 37%.

Os estudos em plantas com atividades potenciais para o tratamento de distúrbios
metabólicos característicos do diabetes mellitus abrangem mais de 725 géneros em 183
famílias (NEGRI, 2005). São pesquisas que demonstram a variedade de componentes de
plantas terapeuticamente importantes, como possíveis agentes hipoglicemiantes.

Trabalhos mais recentes relatando a descoberta de novas fontes de biomoléculas

com ação terapêutica sobre os sintomas do diabetes mellitiis evidenciam a importância e o
desenvolvimento da pesquisa em relação a esse aspecto (AHMED et al, 2010; AMRANI et al,
2009; MOMOH et al, 2011; EDEM, 2009; RADHIKA et al, 2010

Outros estudos mostram os efeitos hipoglicêmicos de substâncias de natureza
glicídica. Polissacarídeos extraídos das sementes de Artemisia sphaerocephala diminuíram os
níveis de glucose e triglicérides de ratos diabéticos (ZHANG et al, 2006). Polissacarídeos

f—
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hidrossolúveis e substâncias pécticas são relatados por sua ação antidiabética em ratos (LI et

al, 2009; HWANG; YUN, 2010; ZOU et al, 2010 ).

O mecanismo de ação pelo qual os componentes derivados de plantas baixam os

níveis de glucose no sangue pode ser representado por alguns fatores como: aumento na

liberação cie insulina pela estimulação das células (3 no pâncreas; resistência aos hormônios

que aumentam os níveis de glucose; aumento do número e da sensibilidade do sítio receptor

de insulina; diminuição da perda de glicogênio; aumento do uso de glucose nos tecidos;

eliminação de radicais livres e correção de desordens metabólicas em lipídios e proteínas
(NEGR1, 2005).

Outra maneira pela qual os produtos derivados de plantas podem atilar,

diminuindo os níveis de glucose e outros parâmetros bioquímicos no sangue, como o próprio

colesterol (FLXUSHIMA et al, 2001; KIM; SHIN, 1998), é através da redução da absorção

desses elementos durante o processo de digestão. E o caso de alguns carboidratos complexos,

indigeríveis pelo trato digestório humano, capazes de formar associações com outras

moléculas orgânicas, às quais se ligam, dificultando ou mesmo impedindo sua absorção,

proporcionando ocasionalmente, efeitos fisiológicos benéficos no organismo (SLAVIN,

2003).

^
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2. OBJETIVOS ESPECÍFÏCOS

Avaliar o efeito de PFCM sobre os parâmetros bioquímicos do sangue (glucose,

triglicérides, colesterol total e das transaminases AST e ALT) em ratos diabéticos;

Avaliar o efeito de PFCM no edema de pata induzido por carragenina em ratos, e no

teste da formalina em camundongos para investigar possível ação anti-infíamatória;

Avaliar o efeito de PFCM sobre a secreção de Mieloperoxidase (MPO) por neutróflios

humanos in vitro;

Avaliar o efeito de PFCM sobre o processo inflamatório através da detecção por

imunohistoquímica dos mediadores TNF-alfa e iNOS em tecidos submetidos à indução de

inflamação.

^
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3. MATERIAL E MÉTODOS

3.1. Reagentes

Aloxano monohidratado e carragenina foram obtidos da Sigma Aldrieh, St Louis,

(U.S.A). Glibenclamida, da Aventis Brasileiro Ltda. (Goiânia, GO), e metfonnina, da Merck

Shai-p & Dohme (Campinas, SP). Indometacina foi adquirida da Novafanna (Brasil). Os Kits

enzimáticos para determinação dos parâmetros bioquímicos do sangue foram obtidos da

Labtest Diagnostica S.A (Lagoa Santa, MG). Os demais reagentes foram de grau analítico,
obtidos comercialmente.

^.

3.2. Animais

Foram utilizados ratos machos (180-250 g) albinos da linhagem Wistar, e

camundongos Swiss fêmeas (20-30 g) provenientes do Biotério Central da Universidade

Federal do Ceará, sendo mantidos sob condições padrão de desenvolvimento (22 ± l °C,

umidade 60 ± 5%, ciclo de luz de 12 W 12 h), com livre acesso à dieta comercial e água ad

libitiim.

3.3. Testes bioquímicos do sangue e atividade antiduibética em ratos

O diabetes foi induzido por administração intravenosa de aloxano (40 mg/kg)

após anestesia com éter etílico. Quarenta e oito horas após a aplicação de aloxano os animais
foram pesados e submetidos à coleta de l mL de sangue pelo plexo orbital. O soro foi
separado por centrifugação a 3.500 rpm por 10 min e imediatamente usado para determinação
dos parâmetros bioquímicos (glicemia, colesterol total, triglicérides e transaminases
hepáticas).

Apenas animais apresentando valores de glicemia iguais ou superiores a 200

mg/dL foram utilizados para o tratamento através da administração oral diária com a solução

de polissacarídeos da casca do maracujá (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 água destilada no
grupo controle diabético, durante 5 dias. Cada grupo (6 a 13 ratos) teve o tratamento seguido
nas mesmas condições. Uma hora após a última administração, os animais foram novamente

pesados e o sangue coletado para novos testes bioquímicos.
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Gmpos de animais foram utilizados em um teste de modo a avaliar uma possível

propriedade preventiva de PFCM ao quadro diabético. Foi empregado um gmpo controle

(água destilada); um gmpo subinetido ao teste preventivo, que consistiu no Pré-tratamento

com o polissacarídeo (50 mg/kg, v.o.) durante 5 dias antes da injeção intravenosa de aloxano

(40 mg/kg); e um gmpo submetido ao tratamento convencional com PFCM (sem tratamento

prévio). Quarenta e oito horas após a indução do diabetes, os animais tiveram dosados os

valores plasmáticos de glucose, triglicérides, colesterol total, ALT e AST, conforme citado

anteriormente. A partir desse período, os gmpos referentes ao tratamento com PFCM foram

submetidos à administração diária da amostra (50 mg/kg, v.o.) durante cinco dias. Ao final

deste período, procedeu-se à uma nova detemiinação dos parâmetros bioquímicos

supracitados. A análise estatística consistiu na comparação entre os grupos do teste preventivo

(PFCM-Prev) com os gmpos de tratamento convencional (PFCM-N) nas mesmas doses (50

mg/kg) antes e ao final do tratamento.

Valores de referência para ratos quanto aos parâmetros analisados estão mostrados

na Tabela 3.2.

Tabela 3.2-Valores de referência dos parâmetros bioquímicos sanguíneos determinados
em ratos normais

Parâmetro Valor de referenda (mg/dL)
Glucose

Colesterol total

Triglicérides
AST
ALT

63,3-86,4
51,1-71,5
42,9 - 64,4

72,6-105,8
19,7-31,7

•) ;

Fonte: Viana et al, (2004).

3.3.1. Determ maceió dos níveis de glucose

A concentração de glucose plasmática foi determinada através de ensaios

ei-izimáticos conforme orientações do fabricante (Labtest Brasil). Sob ação da enzima glucose

oxidase, a reação com o substrato da amostra produz peróxido de hidrogénio em presença de

oxigénio. Esse radical, na presença de fenol e de 4-aminoantipirina, sofre a ação da

peroxidase com a liberação de um composto de cor róseo-avennelhada (quinonimina) com

máximo de absorção a 505 nm.

~>
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No ensaio, l mL do reagente enzimátíco foi adicionado a 0,01 mL do soro. Após
homogeneização, a mistura foi colocada em banho-maria a 37 OC por 15 min. Em seguida, a
amostra foi lida em espectrofotômetro a 505 mn.

3.3.2. Determinação dos níveis de triglicérides

A determinação das concentrações de triglicérides (TG) seguiu as mesmas

orientações citadas para glucose e colesterol. Neste caso, foi empregada a enzima lípase
lipoprotéica para hidrólise dos triglicérides na amostra produzindo glicerol livre, o qual é
fosforilado pela glicerol quinase e o produto da reação sofrendo a ação da glicerol-P-oxidase
que, na presença de oxigénio produz peróxido de hidrogénio que na presença de fenol e de 4-
aminoantipirina, sofre a ação da peroxidase com a liberação de um composto de cor róseo-
avennelhada (quinonimina) com máximo de absorção a 500 nm.

No ensaio, l mL do reagente de trabalho foi adicionado a 0,01 mL do soro. Após
homogeneização, a mistura foi colocada em banho-maria a 37 °C por 10 min. Em seguida, a
amostra foi lida em espectrofotômetro a 500 nm.

5"^

3.3.3. Determinação dos níveis de colesterol total

As concentrações de colesterol total (CT) plasmático foram detemiinadas através
de ensaios enzimáticos confomie orientações do fabricante (Labtest Brasil).

Esteres de colesterol da amostra são hidrolisados pela colesterol esterase com a
liberação do colesterol livre, o qual na presença da colesterol oxidase e oxigénio produz
peróxido de hidrogénio que na presença de fenol e de 4-aminoantipirina, sofre a ação da
peroxidase com a liberação de um composto de cor róseo-avermelhada (quinonimina) com
máximo de absorção a 500 nm.

No ensaio, l mL do reagente de trabalho foi adicionado a 0,01 mL do soro. Após
homogeneização, a mistura foi colocada em banho-maria a 37 °C por 10 min. Em seguida, a
amostra foi lida em espectrofotômetro a 500 nm.

3.3.4. Determinação dos valores das trcinsain incises (ALT / AST)

As dosagens das transaminases glutâmica pirúvica ou alanina transaminase (ALT)
e glutâmica oxalacética ou aspartato transaminase (AST) nas amostras de sangue foram
deteiTninadas através de ensaios enzimáticos conforme orientações do fabricante (Labtest
Brasil). Essas enzimas catalisam a transferência de gmpamentos amina e alfa aminoácidos
para alfa acetoácidos.

<À
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A AST é produzida pelo fígado e liberada no sangue quando em momentos de
lesão hepática. Portanto, sua mensuração no sangue é útil para indicação de hepatotoxicidade.
Essa enzima catalisa especificamente, a transferência do gmpo amina da alanina para o
cetoglutarato formando glutamato e pimvato. A concentração deste é proporcional à atividade
enzimática, e medida através da formação de suas hidrazonas, intensamente coradas em meio
alcalino.

No ensaio, solução de 0,2M de L-alanina, 0,002 M alfa-cetoglutarato, tampão
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 (solução de 2,4
dinitrofenilhidrazina 0,001 M), mantidos em repouso por 20 ininutos a temperatura ambiente
(25-30 °C). As absorbâncias foram lidas a 505 nm.

A mensuração de ALT, do mesmo modo que a AST, é útil na indicação de lesões
hepáticas, além de ser liberada na corrente sanguínea quando há injúria em outros órgãos
como cérebro e músculos. A ALT catalisa a transferência de gmpos amina do aspartato para o
cetoglutarato, com a formação de glutamato e oxalacetato, o qual tem sua concentração
proporcional à atividade enzimática, e medida através da formação de suas hidrazonas,
intensamente coradas em meio alcalino.

No ensaio, solução de 0,2 M de L-aspartato, 0,002 M alfa-cetoglutarato, tampão

fosfato 0,1 M a pH 7,0 foram utilizados como substrato e adicionados a AST em banho-maria

a 37 °C. Em seguida, adicionou-se 0,1 mL de soro homogeneizado e incubado a 37 °C por
trinta minutos. Posteriom-iente, foram adicionados 0,5 mL do reagente de cor (solução de 2,4
dinitrofenilhidrazina 0,001 M), mantidos em repouso por 20 min a temperaUira ambiente (25-
30 °C). Em seguida, foram adicionados 5 mL de solução de hidróxido de sódio 0,4 M. As
absorbâncias foram lidas a 505 nm.

3.4. Edema de pata induwlfí por carrageninci em rutos

Devido a relação entre innamação e diabetes, a avaliação da atividade
anitinflamatória de PFCM foi conduzida através de um modelo experimental in vivo. O
modelo de edema de pata induzido por can-agenina (Cg) foi realizado segundo o método
descrito por Winter et al (1962). As patas direitas traseiras dos animais tiveram seus volumes
medidos (mL) por meio de pletismógrafo da Ugo Basile (Itália).
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Os animais foram tratados por via oral (v.o) com PFCM (doses de 5 e 10 mg/kg)

ou volumes de 10 mIAg de água destilada nos gn-ipos controle negativo, enquanto o gmpo

controle positivo foi tratado com 20 mg/Kg (v.o.) de indometacina. Sessenta minutos após

administração, os animais receberam uma injeção intraplantar de 0,1 mL de uma solução de

Cg a 1% p/v, como agente indutor de uma inflamação aguda. O volume das patas direitas foi

medido antes da injeção do agente inflamatório (Vi) e nos períodos de 1,2, 3 e4h após a

injeção (Vp). O volume do edema (Vê) foi determinado para todos os gmpos, pela diferença

entre o volume final (Vp) e o volume inicial (Vi) das patas, nos períodos de tempo

detem-iinados.

3.5. Edema de pata induzido por fonnalina em camundongos

^
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Esse teste foi realizado segundo o método descrito por Dubuisson e Dennis (1977)

e modificado por Hunskaar et al (1985). Foram utilizados camundongos Swiss fêmeas,

pesando entre 20 e 30 g, os quais foram submetidos a uma injeção subplantar de 40 (-iL de

fonnalina 1% (v/v), na pata traseira direita. O tempo gasto pelo animal lambendo a pata foi

registrado durante dois períodos após a injeção de foiTnalina: 0-5 minutos (fase inicial ou

primeira fase) e de 20-25 min (fase tardia ou segunda fase). O teste foi realizado à

temperatiira de 25 "C na ausência de fatores estressantes, como sons, odores e alta

luminosidade.

Os animais foram tratados por via intraperitoneal (i.p) ou por via oral (v.o) com

PFCM (doses de 10, 25, 50 e 100 mg/kg) ou volumes de 10 mL/kg de água destilada nos

gmpos controle negativo, enquanto o grupo controle positivo foi tratado com morfina (5

mg/Kg, i.p.).

3.6. Histologia e análise imunohistoqiiímica para TNF-alfa e iNOS na pata com edenia
i'ncliiziflo por cíirragenina

Cortes histológicos de secções (10 ,um) da pata submetida à indução de

inflamação por carragenina foram analisados pela técnica de coloração por hematoxilina e

eosina (HE). Os animais foram tratados com água destilada, PFCM (10 mg/kg, v.o.) ou

indometacina (10 mg/kg, v.o.). Uma hora após tratamento, foi injetada a solução de

carragenina 1% na pata direita traseira. Três horas após, os animais foram sacrificados e as

secções do edema foram imersas em formol 10% por 24h, seguida por desidratação em

>í
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solução de etanol 70% para impregnação com parafina e secção. Em seguida, as secções

foram desparafínizadas, desidratadas em xilol e etanol, e imersas em tampão citrato 0,1 M pH

6,0 sob aquecimento em microondas por 18 minutos para recuperação antigênica. Em seguida,

os cartes foram mantidos em temperatura ambiente para resfriamento, lavados com solução de

tampão fosfato (PBS), seguidos por 15 minutos de bloqueio à peroxidase endógena com

solução de peróxido de hidrogénio a 3%. Para detecção do fator de necrose tumoral (TNF-

alfa) e óxido sintase induzida (iNOS), as secções foram incubadas overnight a 4 °C com

anticorpos primários de coelho (anti-TNF-alfa ou anti-iNOS) com diluições de l :200 ou l :400

em PBS com a presença de BSA. No dia seguinte, as secções foram lavadas com PBS e

incubadas por 30 minutos com o anticorpo secundário de coelho ligado à biotina (anti-IgG) na

diluição de 1:200 em PBS-BSA. Após lavagem em PBS, as secções foram incubadas por 30

minutos com estreptavidina complexada à peroxidase (ABC Vectastain® complex, Vector

Laboratórios, Burlingame, CA, USA). Após lavagem com PBS as secções foram coradas com

o cromo foro 3, 3' diaminobenzidina peróxido, contra-coradas com hematoxilina, desidratadas

e montadas em lâminas de microscopia para análise.

3.7. Efeito de PFCM sobre a secreção de mieloperoxidase (MPO) por neiitrófilos humanos
in vitro

Seguindo o método de Lucisano e Mantovani (1984), 2,5 x 10 leucócitos

humanos foram suspensos em solução de Hanks equilibrada com cálcio e magnésio. As

preparações continham predominantemente, neutrófílos (85,0 ± 2,8%), e a viabilidade celular,

deteiTninada pelo teste do azul de tripan, foi de 97,7 ± 0,94%. As células foram incubadas

com PFCM (0.1 a 100 i-ig/mL) por 15 minutos a 37 °C e, então, estimulada pela adição de

acetato forbol miristato (PMA, 0.1 j.ig/mL) por 15 minutos a 37 "C. A suspensão foi

centrifugada por 10 minutos a 2.000 x g a 4 °C. Alíquotas de 50 \iL do sobrenadante foram

adicionadas à solução salina tamponada (i 00 |.tL), tampão fosfato (50 |LIL, pH 7.0) e HïOï

(0.012 %). Após 5 minutos a 37 °C, 3,3'. 5,5'-tetrametilbenzidma (TMB, 1.5 mM, 20 |LiL) foi

adicionado e a reação foi parada com 30^iL de acetato de sódio (1.5 M, pH 3.0). A

absorbância foi determinada a 620 nm.

<
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3.8. Análise estatística

s

As análises estatísticas empregadas neste trabalho foram realizadas em programa

GraphPad PRISM 5.04 for Windows. Os resultados foram expressos como média ± erro

padrão da média (EPM) utiiizando ANOVA (Student-Newman-Keuls e Dunett's como post

hoc test) para comparações entre gmpos distintos e teste / pareado para comparação com o

mesmo gmpo antes e após tratamentos. A signifícância foi considerada quando a

possibilidade de ocorrência da hipótese nula foi igual ou inferior a 5% (p < 0,05).
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4. RESULTADOS
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4.1. Efeitos de PFCM nos parâmetros bioquímicos do sangue (glucose, tríglicérides,
colesterol total, ALT e AST) em ratos diabéticos.

Amostras do polissacarídeo de P. ediilis foram testadas para avaliação de seus

efeitos sobre os níveis de glucose, colesterol, triglicérides e das transaminases hepáticas

aspartato transaminase (AST) e alanina transaminase (ALT) em ratos diabéticos. PFCM foi

administrado nas doses de 0,5 a 100 mg/kg (v.o.).

Quarenta e oito horas após a injeção de aloxano e ao final dos cinco dias de

tratamento nenhuma alteração nos níveis de glucose plasmática foi observada no grupo

controle diabético tratado com água 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 gmpos diabéticos

administrados com 2, 10 e 25 mg/kg de PFCM durante cinco dias exibiram uma significativa

redução nos níveis séricos de glucose (59, 46 e 65%, respectivamente; D = pós-tratamento)

quando comparado ao mesmo grupo antes do tratamento (A) iniciado 48 h após a

administração de aloxano (FIGURA 3.2). Doses mais elevadas foram empregadas de modo a

avaliar a possível relação dose resposta. Foram obsen'adas reduções de 50 e 59% para as

doses de 50 e 100 mg/kg, respectivamente. Contudo, nenhuma diferença significativa fora

evidenciada entre todas as doses empregadas quando comparados os valores obtidos em cada

gnipo antes e ao final do quinto dia de administração. Glibenclamida (5 mg/kg) e metformina

(50 mg/kg), usadas como drogas de referência, reduziram em 79 e 72% os níveis glicêmicos,

respectivamente (FIGURA 3.2).

Enquanto nenhuma modificação nos níveis de triglicérides plasmáticos foi

observada no gmpo diabético não tratado (A = 252,9 ± 44,3 e D = 225,8 ± 17,4), alterações

significativas foram evidenciadas nos gmpos tratados com PFCM em todas as doses avaliadas

com reduções que variaram de 32 a 46% (0,5 a 25 mg/kg). As doses de 50 e 100 mg/kg de

PFFM reduziram significativamente a concentração de triglicérides em 65 e 74%,

respectivamente. Ambas as drogas de referência (Gli 5 e Met 50 mg/kg) reduziram os níveis

de triglicérides, respectivamente, em 55 e 51% (FIGURA 3.3).

Os dados relatives aos valores de colesterol total nos animais diabéticos estão

representados na Figura 3.4. PFCM não alterou significativamente os níveis plasmáticos nas

doses de 0,5, 2, 10 e 25 mg/kg (A = 76,22 ±2,8 e D = 77,93±5,26; A = 101,9±7,1 e D =

73,67±13,15; A = 91,05±7,7 e D = 84,6±6,7; A = 84,28±8,57 e D = 89,65±8,67,

respectivamente) quando comparado o niesmo gmpo antes e após o tratamento. Entretanto,

s.
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houve redução nos valores dos grupos diabéticos tratados com as duas maiores doses (50 e

100 mg/kg) com reduções de 25 e 43%, respectivamente. Reduções significativas foram

também observadas nos grupos tratados com glibenclamida (44%), mas não com a

metformina (A = 70,57±1!,53 e D = 52,34±3,52). Não houve alterações significativas nos

animais do gmpo controle, tratados com água destilada (A = 78,84 ±3,9 eD= 73 ± 2,8).

Quanto aos níveis das transaminases, exceto para reduções nos níveis de ALT nos

grupos tratados com PFCM 10 e 25 mg/kg (53 e 34%, respectivamente), nenhum outro efeito

foi demonstrado (FIGURA 3.5). Reduções de 21 e 26% foram observadas para os níveis de

AST nas mesmas doses. Os níveis de ALT e AST não foram alterados pela administração de

PFCM com as doses mais altas (50 mg/kg, A = 55,67 ± 3,77 e D = 67,66 ± 6,07; 100 mg/kg,

A = 66±12,22 e D = 53±2,9). Glibenclamida (5 mg/kg) e Metformina (50 mg/kg) diminuíram

significativamente os níveis 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 fração polissacarídica (PFCM 0,5, 2, 10, 25, 50 e 100 mg/kg, v.o.
administrada diariamente por 5 dias) de Passiflora ediilis nos níveis de glucose sanguínea em
ratos com diabetes induzido por aloxano. Valores são representados por média ± EPM de 6 a
13 animais por grupo, a. diferença significativa quando comparado com o mesmo grupo, 48 h
após a injeção de aloxano (A = antes do tratamento) e cinco dias após tratamento (D == depois
do tratamento) com PFCM, água destilada (controle diabético), glibenclamida (Gli 5 mg/kg,
v.o.) ou metformina (Met 50 mg/kg, v.o.): valores de p variaram de 0,0001 a 0,0005. Teste /
parecido foi usado para as comparações.
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Fig. 3.3. Efeitos da fração polissacarídica (PFCM 0.5, 2, 10, 25, 50 e 100 mg/kg, v.o.
administrada diariamente por 5 dias) de Passiflora ecbilis nos níveis de triglicérides em ratos
com diabetes induzido por aloxano. Valores são representados por média ± EPM de 6 a 13
animais por grupo, a. diferença significativa quando comparado com o mesmo gmpo, 48 h
após a injeção de aloxano (A = antes do tratamento) e cinco dias após tratamento (D = depois
do tratamento) com PFCM, água destilada (controle diabético), glibenclamida (Gli 5 mg/kg,
v.o.) ou metformina (Met 50 mg/kg, v.o.): valores de p variaram de 0,005 a 0,043. Teste t
parecido foi usado para as comparações.
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Fig. 3.4. Efeitos da fi-ação polissacarídica (PFCM 0.5, 2, 10, 25, 50 e 100 mg/kg, v.o.
administrado dianamente por 5 dias) de Passijlora edulis nos níveis de colesterol total em
ratos com diabetes induzido por aloxano. Valores são representados por média ± EPM de 6 a
13 animais por gnipo. a. diferença significativa quando comparado com o mesmo grupo, 48 h
após a injeção de aloxano (A = antes do tratamento) e cinco dias após tratamento (D = depois
do tratamento) com PFCM, água destilada (controle diabético), glibenclamida (Gli 5 mg/kg,
v.o.) ou metformina (Met 50 mg/kg, v.o.): valores de p < 0,007. Teste / pureuclo foi usado
para as comparações.
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Fig. 3.5. Efeitos da fração polissacarídica (PFCM 0,5, 2, 10, 25, 50 e 100 mg/kg, v.o.
administrado diariamente por 5 dias) de Passiflura edulis nos níveis de aspartato transferase
(AST) em ratos com diabetes induzido por aloxano. Valores são representados por média ±
EPM de 6 a 13 animais por gmpo. a. diferença significativa quando comparado com o mesmo
grupo, 48 h após a injeção de aloxano (A = antes do tratamento) e cinco dias após tratamento
(D = depois do tratamento) com PFCM, água destilada (controle diabético), glibenclamida
(Gli 5 mg/kg, v.o.) ou metfonnina (Met 50 mg/kg, v.o.): valores de 7? variaram de 0,0001 a
0,01. Teste t parecido foi usado para as comparações.

í



114

'N

?

80-1

60 H

B 40^
^

20-1

o'

I
í I a

I
a íM

M
M
M
M
M
M
M
M
M

Pl
1^1
[^1
[/í
[^1
kl
1^1
1^1
1^1
[/l
L^l

i
&
>4
>4
>^
>4
>4
>^
>4
>4
bd

ft

§

N
II!

ÍSI

^ <:?'
^0^-,«^0^0^^ô

Grupos e Doses (mg/kg)

ft.

Fig. 3.6. Efeitos da fração polissacarídica (PFCM 0,5, 2, 10, 25, 50 e 100 mg/kg, v.o.
administrado diariamente por 5 dias) de Passiflora ediilis nos níveis de alanina transaminase
(ALT) em ratos com diabetes induzido por aloxano. Valores são representados por média ±
EPM de 6 a 13 animais por gmpo. a. diferença significativa quando comparado com o mesmo
grupo, 48 h após a injeção de aloxano (A = antes do tratamento) e cinco dias após tratamento
(D = depois do tratamento) com PFCM, água destilada (controle diabético), glibenclamida
(Gli 5 mg/kg, v.o.) ou metfonTiina (Met 50 mg/kg, v.o.): valores de /,' variaram de 0,020 a
0,021. Teste t pareado foi usado para as comparações.
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Os resultados do teste preventivo com o polissacarídeo (50 mg/kg, v.o.) estão

mostrados na Figura 3.7. Não houve alteração significativa nos animais do grupo controle

quando comparados os valores antes e depois para todos os parâmetros analisados (Glicemia:

369,7 ± 28,28 e 390,4 ± 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 reduções significativas nos níveis de glicemia

(47%) para o grupo tratado com PFCM cinco dias antes da injeção de aloxano (PFCM-Prev)

quando comparado o mesmo gmpo após a indução de diabetes (antes 277,7 ± 19,39 e após

147,6 ± 13,28). Alterações positivas também foram observadas no gmpo sem a administração

prévia (PFCM-N) comparando-se os valores antes e após tratamento (363 ± 37,03 e 180,8 ±

18,76, respectivamente), evidenciando reduções de 50% na concentração de glucose

plasmática. Diferenças significativas foram observadas entre os gmpos PFCM-Prev e PFCM-

N quando comparados os valores 48 h após a indução de diabetes por aloxano (A) o que

demonstra um possível efeito preventivo da amostra estudada em relação ao parâmetro

glicemia nos animais diabéticos. Contudo, não houve diferença 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 parâmetros triglicérides (TG) e colesterol total (CT)

não demonstram um efeito preventivo de PFCM. Não houve diferenças significativas entre os

grupos tratado e não-tratado previamente, quando comparados os valores tanto antes quanto

após a administração dos polissacarídeos (TG antes: PFCM-Prev 257,1 ± 48,5 e PFCM-N

362,9 ± 78,24; TG depois: PFCM-Prev 94,61 ± 11,04 e PFCM-N 124J ± 14,82; CT antes:

PFCM-Prev 78,68 ± 6,27 e PFCM-N 88,93 ± 5,72; CT depois: PFCM-Prev 54,25 ± 4,65 e

PFCM-N 67,13 ± 6,97). Foram observadas alterações significativas nas concentrações de TG

após tratamento quando comparado o mesmo gnipo com reduções de 63 e 65% para PFCM-

Prev e PFCM-N, respectivamente. Os níveis de colesterol total sofreram diminuições 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.o.) no teste preventivo em ratos diabéticos sobre os
níveis dos parâmetros bioquímicos do sangue, glucose (A); triglicérides (B); e colesterol total
(C). Valores são representados por média ± EPM de 6 a 15 animais por gnipo. PFCM-Prev:
gi-iipo tratado previamente por cinco dias antes da indução de diabetes. PFCM-N: grupo não
submetido a tratamento prévio, a. diferença significativa quando comparado com o mesmo
gi-upo, 48 h após a injeção de aloxano (A = antes do tratamento) e cinco dias após tratamento
(D = depois do tratamento) com PFCM ou água destilada (conü-ole diabético) Teste t parecido
b. diferença significativa quando comparado ao grupo sem tratamento prévio antes ou após
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.
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4.2. Efeitos do trdtamento com PFCM no edema de pata mduzido por carrageninu em
ratos.

Os resultados obtidos com a administração oral de PFCM sobre o edema de pata

induzido por carragenina (Cg) em ratos estão mostrados na Figura 3.8.

PFCM reduziu de maneira significativa o volume médio do edema na 4.a h com a

dose de 5 mg/kg (0,85 ± 0,08 mL), e da 2.a a 4.a h na dose de 10 mg/kg (0,975 ± 0,05; 0,727 ±

0,06 e 0,3338 ± 0,07 mL, respectivamente) após a injeção intraplantar de Cg a 1%. Esses

valores correspondem à inibições de 38% (dose de 5 mg/kg) ede 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 gmpo tratado com

indometacina (Indo 20 mg/kg, v.o.) com inibições de 41, 49 e 66% na 2a, 3a e 4'1 horas,

respectivamente (0,842 ± 0,05; 0,632 ± 0,071; 0,437 ± 0,07 mL).
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Fig. 3.8. Efeitos da administração aguda de PFCM (5 e 10 mg/kg, v.o.) no edema de pata
induzido por carragenina em ratos. Valores estão representados por média ± E PM para gmpos
de 8 a 10 animais, a. diferença significativa quando comparado ao grupo controle (tratado
apenas com carragenina) no mesmo período 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 influmaíóría avíiliaclos 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 fase do teste da formalina em camundongos após injeção intraplantar de

fomialina a 1% por administração intraperitoneat das doses de 25, 50 e 100 mg/kg com

reduções significativas de 26, 75 e 89%, respectivamente, sendo o efeito máximo obtido com

a dose de 50 mg/kg {p > 0,05 quando comparados os grupos de 50 e 100 mg/kg - ANOVA e

Stiident-Newman-Keuis como post hoc test). O gmpo tratado com morfina (5 mg/kg),

utilizada como droga de reíerêcia, apresentou redução de 95%. Reduções na primeira fase do

teste foram observadas para o gmpo tratado com a dose de 100 mg/kg (36%) e morfina (54%)

quando comparados à primeira fase do gmpo que recebeu água 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 injeção de formalina (27,38 ± 2,8 s). Não foram observadas alterações significativas

na primeira fase em neiihuma das doses testadas (FIGURA 3.10).
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Fig. 3.9. Efeitos da administração aguda de PFCM (l, 25, 50 e 100 mg/kg, i.p.) no edema de
pata induzido por formalina em camundongos em relação ao tempo de lambedura de pata em
segundos. Valores estão representados por média ± EPM para grupos de 9 a 15 animais, a.
diferença significativa quando comparado ao grupo controle (tratado apenas com fomialina) -
valores de 77 variaram de 0,001 a 0,0054 (ANOVA e Dunett's como post hoc test).
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Fig. 3.10. Efeitos da administração aguda de PFCM (25 e 50 mg/kg, v.o.) no edema de pata
induzido por formalina em camundongos em relação ao tempo de lambedura da pata em
segundos. Valores estão representados por média ± EPM para gmpos de 8 a 13 animais, a.
diferença significativa quando comparado ao gmpo controle (tratado apenas coni formalina) -
valores de p variaram de 0,0002 a 0,0574 (ANO VA e Dunett's como post hoc test).
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4.4. Efeitos de PFCM sobre a secreção de mieloperoxidase (MPO) por neutrófilos
humanos

Os dados obtidos através de espectrofotometria com os testes de secreção de

mieloperoxidase in vitro demonstram a propriedade de PFCM de reduzir significativamente a

secreção deste importante biomarcador de inflamação por neutrófílos humanos. Enquanto a

secreção de MPO aumentou 196% nas células não-tratadas (apenas com o veículo água) em

relação ao controle negativo (solução de Hank), PFCM, exceto pela concentração de 0.1

l^g/mL, inibiu significativamente a secreção da enzima de maneira dose dependente com

reduções de 35, 39, 57 e 62% (doses de l, 10, 50e 100 |^g/mL, respectivamente). Os valores

observados para as duas maiores concentrações de PFCM (50 e 100 pg/mL) foram similares

aos encontrados para indometacina (66%, 10 |J.g/mL) usada como droga de referência

(FIGUR.4.3.11).
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Fig. 3.11. Efeitos de PFCM (0,1 a 100 ^g/mL) na secreção de Mieloperoxidase por
neutrófílos humanos estimulados por acetato de forbol miristaío. Os experimentos foram
conduzidos com o emprego de 6 a 8 amostras, sendo apresentados como média ± EPM. a.
comparado à solução de Hank -p valores de 0,001 a 0,01; b. comparado à amostra tratada
com água -/; = 0,001 (ANO VA e Stiident-Newman-keuls como post Iwc test).
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4.5. Análise histológica cie cortes do edema de pata induzido por carrugeninu em ratos
antes e após tratamento com PFCM

Enquanto a análise das lâminas (método Hematoxilina/Eosina) com cortes de

tecido obtidas a partir de animais do gmpo controle negativo revelou a preservação da

arquitetura tecidual e a presença de fibras de colágeno e fíbroblastos, no gaipo submetido à

injeção intra-plantar de carragenina 1% observou-se uma intensa formação de edema,

representado por largos espaçamentos e desaparecimento das fibras de colágeno. A injeção de

carragenina também induziu a migração de leucócitos. No gmpo pré-tratado com PFCM (10

mg/kg v.o.), demonstrou-se a redução do edema e presei-vação do tecido. As fibras de

colágeno apresentaram apenas uma destmição parcial após injeção de carragenina. Além

disso, houve reduções significativas na infiltração de neutrófílos, bem como a preservação de

fibroblastos (FIGURA 3.12).

•^

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

Os resultados da imunohistoquímica para determinação de TNF-alfa e iNOS em

tecidos das patas inflamadas dos animais tratados e não tratados com PFCM (10 mg/kg, v.o.)

estão mostrados na Figura 3.13.

No gmpo controle negativo nenhuma célula marcada foi observada nas amostras

que não receberam o anticorpo primário (FIGURA. 3.13-A), o que valida os resultados

obtidos nos testes. Uma intensa mancha, característica de reação imunológica, pode ser

percebida no gmpo controle positivo para iNOS indicando uma massiva atividade desta

citocina nas patas dos ratos tratados com carragenina (FIGURA. 3.13-B). No gmpo pré-

tratado com PFCM a concentração de iNOS foi apenas parcialmente reduzida (FIGURA

3.13-C), contudo, a migração de neutrófílos foi significativamente diminuída (como também

obser/ado na FIGURA 3.12). No controle positivo para TNF-alfa foi obsei-vada uma alta

concentração relacionada à intensidade da mancha de reconhecimento do anticorpo nas paias

dos ratos tratados com caiTagenma (FIGURA 3.13-D). O tratamento com PFCM também

reduziu apenas parcialmente a concentração de TNF-alfa (FIGURA 3.13-E).
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Fig. 3.12. Microfotografias de lâminas coradas com hematoxilina e eosina, representativas de
secções de edema de pata induzido por carragenina em ratos. (A): Controle negativo
mostrando a preservação da arquitetura tecidual com a presença de fibras de colágeno e
fibroblastos. (B): Controle positivo (tratado com carragenina) mostrando intensa formação de
edema, desaparecimento de fibras de colágeno e migração de neutrófilos. (C): Gmpo pré-
tratado com PFCM (10 mg/kg, v.o.) evidenciando redução do edema e preservação do tecido
com leve destruição de fibras de colágeno, inibição da migração de neutrófilos e preservação
de fibroblastos.
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Fig. 3.13. Imunohistoquímica para óxido nítrico sintase induzida (iNOS) e fator de necrose
tumoral (TNF-a) em secções de tecidos inflamados das patas de ratos submetidos à injeção de
carragenina no modelo de inflamação aguda. A. Controle negativo. B. Controle inflamação
(iNOS). C. PFCM 10 mg/kg, v.o. (iNOS). D. Controle inflamação (TNF-a). E. PFCM 10
mg/kg, v.o. (TNF-a). As células coradas indicam interação dos anticorpos primário e
secundário e a consequente presença de iNOS and TNF-a. (400x).
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5. DISCUSSÃO
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Os efeitos benéficos de fibras alimentares como as pectinas vêm sendo

justificados com as evidências de ações antioxidante e antitumoral, alterações positivas na

pressão sanguínea, e pela capacidade de reduzir os níveis plasmáticos de lipídeos e glucose

(GALISTEO et al, 2008; PAPATHANASOPOULOS; CAMILLERI, 2010). Além disso,

recentemente, esses compostos têm sido reconhecidos por suas propriedades

imunoestiniulantes (LEUNG et al, 2006; INNGJERDINGEN et. al, 2007; SALMAN et al,

2008; TOGOLA et al, 2008; RAMBERG et al, 2010).

Sob tal aspecto, a farinha derivada da casca dos fmtos do maracujá, sobretiido os

da espécie Passiflora edulis, é amplamente consumida pela população brasileira em geral para

prevenção e tratamento da hiperglicemia e hiperlipidemia (AGRA et al, 2007) característicos

do diabetes, considerando seu elevado teor de fibra principalmente pectinas (YAPO; KOFFI,

2006).

No presente trabalho, os polissacarídeos pécticos isolados da casca dos fnitos de

P. edulis foram capazes de reduzir os níveis glicêmicos, colesterolêmicos e a concentração de

triglicérides em ratos com diabetes induzido por aloxano após tratamento (2 a 100 mg/kg)

durante cinco dias por via oral. Na literatura, alguns trabalhos evidenciam as propriedades

hipoglicêmica e hipocolesterolêmica da casca do maracujá empregada na suplementação de

dietas a pacientes diabéticos (JANEBRO et al, 2008, 2010) e também em ratos (QUEIROZ et

al, 2008; SALGADO et al, 2010). ConUido, apenas um trabalho evidenciou o efeito da fibra

alimentar propriamente dita, onde a ação hipocolesterolêmica foi observada em ratos

suplantados com o polissacarídeo obtido não da casca do fmto, mas sim, a partir das sementes

de P. echilis (CHAU; HUANG, 2005).

Um teste clínico para avaliar os efeitos da farinha da casca do maracujá em 43

pacientes com diabetes tipo 2 foi conduzido durante 60 dias através da ingestão diária de 30 g

do produto. Foram obser/adas reduções nos níveis de glucose plasmática, bem como nos

valores de hemoglobina glicosilada de 26 e 13%, respectivamente (JANEBRO et al, 2008).

Outros estudos empregando a farinha dos fnitos de P. edidis em humanos demonstram

variações em relação ao parâmetro glicemia, quando o produto foi administrado a indivíduos

não-diabéticos, desde uma pequena redução de 5% demonstrada por Medeiros et al (2009)

após ingestão de 30 g de farinha por dia durante 8 semanas em 36 voluntários, até a ausência

de alterações nos níveis de glucose plasmática após 60 dias de ingestão de 30 g diárias de

farinha de P. edulis em 19 mulheres normoglicêmicas (RAMOS et al, 2007).
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Esses valores de redução na glicemia são inferiores aos encontrados no presente

estudo com diminuições de até 65% na concentração plasmática de glucose em ratos

diabéticos após 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 redução da glicemia de 58% após 4 horas de terminado o tratamento, que consistiu na

administração em dose única por gavagem, com a farinha dissolvida em água; enquanto

reduções de 59% na glicemia, e aumentos na concentração de glicogênio hepático de ratos

com diabetes induzido por aloxano foram observados por Salgado et al (2010) após 30 dias de

tratainento com a farinha da casca de P. edulis utilizada como suplementação da dieta.

O presente estudo constatou a propriedade de PFCM em prevenir parcialmente a

hiperglicemia causada pela injeção 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

prevenção parcial da hiperglicemia em ratos normais, causada pela injeção de glucose (2 g/kg,

i.p.), através do pré-tratamento com o carboidratõ isolado de Rehmannia glutinosa por

administração intraperitoneal durante três 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 neuroendócrino. Neste mesmo trabalho, foi também

demonstrada a propriedade do carboidrato de reduzir a concentração plasmática de glucose

em ratos com diabetes induzida por aloxano após tratamento de 15 dias (100 mg/kg, i.p.),

além de aumentar a atividade da enzima glucose-6-fosfatase no fígado, bem como os níveis de

insulina plasmática.

Outros trabalhos na literatura demonstram a propriedade de polissacarídeos

pécticos, inclusive derivados de frutos, em reduzir os níveis plasmáticos de glucose em alguns

modelos animais (ZHANG et al, 2004; RAI et al, 2006; ZOU et al, 2010; CHEN et al, 2011).

A maioria dos trabalhos citados na literatiira, alguns destes discutidos aqui, que

empregam a farinha da casca de fmtos em testes de ação antidiabética, credita a ação

hipoglicemiante observada às fibras constituintes, principalmente às pectinas. De fato,

considerando os estudos realizados com polissacarídeos, as pectinas são amplamente relatadas

como agentes capazes de reduzir os níveis de glucose plasmática (GOMATHY et al, 1990;

SINGH et al, 2005; RAI et al, 2006; JENKINS et al, 1978; WEICKERT et al, 2008;

SANCHEZ et al, 2008; ZOU et al, 2010; KIM, 2005). Pectinas e fibras solúveis são capazes

de atenuar a concentração de glucose sanguínea após uma refeição e possibilitar um controle

do diabetes como demonstrado em estiidos a longo prazo (SANDHU et al, 1987), além de
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auxiliar no controle da glicemia, amenizar e/ou reduzir eventos de hipoglicemia em diabéticos

tipo l (GIACCO et al, 2000).

Os efeitos das fibras solúveis estão relacionados à sua capacidade de aumentar a

viscosidade do meio intestinal e diminuir o tempo de esvaziamento gástrico em indivíduos

noiTnais (JENKINS et al, 2008). Contudo, sabe-se que alguns tipos de fibras como a goma

guar não alteram o tempo de esvaziamento gástrico eni pacientes diabéticos, porém reduzem a

concentração de glucose pós-prandial (UUSITAPA et al, 1984). Desse modo, o mecanismo

molecular pelo qual essas moléculas atuam, ainda permanece pouco entendido, embora seus

comprovados efeitos benéficos aliados à uma baixa toxicidade, sugiram sua utilização como

tratamento alternativo do diabetes e síndrome metabólica (CHÃO; LIU, 2008).

A síndrome metabólica é descrita como uma série de anonnalidades metabólicas

ocorrentes sin-iultaneamente em um indivíduo e consideradas como faiares de risco

independentes para doença cardiovascular, estando fortemente associada ao diabetes tipo 2

(GALISTEO et al, 2008). Os principais fatores de risco associados ao desenvolvimento desta

patologia são obesidade, baixas concentrações de HDL, níveis elevados de triglicérides,

hipertensão e hiperglicemia, juntamente com resistência à insulina (ECKEL et al, 2005).

E conhecido que a ingestão de fibras solúveis, particularmente as derivadas de

grãos e fmtas, desempenham efeito protetor no desenvolvimento de síndrome metabólica,

como observado em pacientes com diabetes tipo 2 (STEEMBURGO et al, 2009). Um número

significativo de estiidos em seres humanos e em modelos expehmentais tem comprovado a

eficácia da fíbra alimentar na regulação do peso corpóreo, metabolismo de carboidratos,

sensibilidade à insulina e fatores de risco para doença cardiovascular como alterações no

perfil lipídico, hipertensão arterial sistémica e marcadores de inflamação (DAVY et al, 2003;

VENN et al, 2004). Além disso, outros estudos têm descrito os efeitos positivos da ingestão

de alimentos ricos em fibras sobre a obesidade, doença cardiovascular ou diabetes tipo 2

(GALISTEO et al, 2008).

Estudos clínicos de intervenção controlada têm niostrado que algumas fibras

solúveis, incluindo pectinas efetivamente diminuem os níveis de LDL sem, contiido, afetar a

concentração de HDL ou de tnaciïgliceróis (THEUWISSEN; MENSINK, 2008). Alguns

trabalhos com a farinha da casca do maracujá sobre os níveis colesterolêmicos têm

corroborado com esses dados, na medida em que se observam reduções nos níveis de LDL

enquanto os valores de HDL pemïanecem inalterados (MEDEIROS et al, 2009; QUEIROZ et

al, 2008). Ramos et al (2007) em um estudo clínico piloto com mulheres normoglicêmicas e

com dislipidemia, observaram que 30 g diários da farinha da casca de P. echilis por sessenta
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estão associados à quimiotaxia e adesão de leucócitos no processo inflamatório (SANTOS et
al, 2003).

Não há trabalhos na literatura que tratem de efeitos anti-inflamatórios de
polissacarídeos de espécies do género Passiflora, contudo isso tem sido relatado para pectinas
de outras fontes (POPOV et al, 2007). A ação dessas moléculas parece estar relacionada a
uma possível imunomodulação (LEUNG et al, 2006), embora seu mecanismo ainda seja
desconhecido (YE; LIM, 2010). Um estiido sobre o efeito da pectina de Citriis na produção de
citocinas por macrófagos humanos mostrou a propriedade do polissacarídeo em inibir a
secreção de interleucinas (IL-1 e IL-06), conmdo não alterou a secreção de TNF-alfa
(SALMANtía/,2008).

Recentemente, mostrou-se que algumas pectinas são capazes de reduzir a secreção
de interleucinas pro-inHamatorias e também de TNF-alfa regulando a resposta inflamatória
por moderar a produção de citocinas e imunoglobulinas (YE; LIM, 2010). Há evidências que
mediadores pró-inflamatórios como o próprio TNF-alfa e algumas interleucinas ajudam a
aumentar a extensão do local ou o processo inflamatório sistémico (MIZGERD et al, 2001).
Em modelos animais TNF-alfa é um dos iniciadores do processo de desenvolvimento de
artrite em espécies como ratos, camundongos e coelhos (BOMBINI eí al, 2004; CANETTI et
al, 2001; PRINCE et al, 2004).

O presente trabalho, demonstrou a propriedade de PFCM em reduzir parcialmente
a secreção de TNF-alfa e iNOS como confirmado pêlos testes de imunohistoquímica, o que
evidencia o efeito anti-inflamatório da fração polissacarídica. Mais ainda, esses resultados
corroboram com os obtidos a partir de extraías das folhas de P. edulis com inibições de
citocinas pró-inflamatórias TNF-alfa, interleucinas e óxido nítrico (NO) (MONTANHER et
tí/, 2007). Uma siiperprodução de NO devido à expressão de iNOS, aliada à ação dos
compostos reativos de oxigénio, desencadeia importantes eventos em vários modelos de
inflamação (MONCADA et al, 1991: NATHAN, 1996). Inibidores farmacológicos de NO e
também da ativação do gene para iNOS são relatados por reduzir o desenvolvimento da
resposta inflamatória (SALVEMINI et al, 1996).

Resultados similares aos obtidos com o tratamento com PFCM foram divulgados
por Alarcon-Aguilar et al (2010) a partir da utilização de um polissacarídeo isolado de
Psacaliiim peltutiim. A amostra, dotada de ação hipoglicemiante quando administrada a ratos
diabéticos, reduziu significativamente a presença de TNF-alfa. Segundo os autores, essa
propriedade está relacionada com o aumento na concentração de mterleucina-10 (IL-10), um
agente anti-inflamatório natiiral e um indicativo de efeitos benéficos ao sistema imune.
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Relacionando o quadro diabético ao processo inflamatório em diabetes tipo 2, a
depressão na secreção ou ação da insulina implica em uma hipergliceniia crónica gerando
glucototoxicidade, que aumenta a produção de espécies reativas de oxigénio, as quais atilam
elevando a secreção de citocinas pró-infiamatórias como o próprio TNF-alfa (WRIGHT et al,
2006). A ativaçào destas citocinas pró-inflamatórias causa uma inflamação crónica por
desequilibrar a produção de agentes anti-inflamatórios naturais (GUERRE-MILLO, 2004).

Tem sido proposto que o TNF-alfa e a enzima óxido nítrico sintase induzida
(iNOS) estão envolvidos na patogênese de resistência à insulina relacionada à obesidade em
diabetes tipo 2. A expressão dessas citocinas pró-inflamatórias é pouco regulada em modelos
de diabetes tipo 2 (MOLLER, 2000).

O TNF-alfa foi a primeira citocina reconhecidamente associada com a resistência
à insulina (MOLLER, 2000). Essa molécula possui a habilidade de amplificar a fosforilação
em resíduos de treonina ou serina no receptor de insulina. Esta mudança no padrão de
fosforilação causa resistência à insulina (EVANS, 2007; STEINBERG, 2007). Da mesma
fornia, iNOS é considerada uma das prováveis moléculas capazes de mediar a resistência à
insulina estando relacionada à inflamação (FUJIMOTO et al, 2005). Produtos de vias que são
reguladas pela iNOS têm implicação em vários eventos da cascata de inflamação incluindo
exsudação do plasma e migração celular (CUZZOCREA et al, 2000). Além disso, as
tiazolidinodionas, uma classe de sensibilizadores à insulina, suprimem a expressão de iNOS
in vivo e in vitro (MAGGI et al, 2000). Assim, tem-se proposto que a inibição da expressão
desta enzima esteja relacionada ao mecamsmo de ação dos sensibilizadores de insulina (DA
ROS et al, 2004; PILON et al, 2004).

-A.
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6. CONCLUSÕES

/

A íração de polissacarídeos isolada da casca dos frutos de Passiflora edulis

(PFCM) foi capaz de reduzir significativamente os níveis séricos de glucose, colesterol total e

triglicérides, além de reduzir as quantidades plamáticas de aspartato aminotransferase (AST) e

alanina aminotransferase (ALT) em ratos com diabetes induzido por aloxano após tratamento

por via oral durante cinco dias.

A fração obtida é dotada de atividada anti-inflamatória como evidenciado pêlos

testes de edema de pata induzido por carragenina em ratos e 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 fração e que receberam

mjeção 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 utilização

de testes imunohistoquímicos em secções das patas dos animais tratados com carragenina,

observou-se redução significativa do fator de necrose tumoral (TNF-a) e da mieloperoxidase

(MPO), duas importantes citocinas pró-inflamatórias relacionadas aos processos de mediação

da inflamação. PFCM também foi capaz de inibir a secreção de neutróíilos in vitro.

Os resultados obtidos a partir do tratamento com a fração de polissacarídeos

isolada da casca dos fmtos de Passiflora ediilis (PFCM) em ratos com diabetes induzido por

aloxano sugerem que o consumo diário da farinha das cascas do fmto de P. edulis pode ajudar

a manter o controle glicêmico e a diminuir os níveis de colesterol total e de triglicerídeos,

sugerindo esta espécie como uma opção de tratamento alternativo para o diabetes mellitiis tipo

2. E possível que o mecanismo de ação da fração isolada sobre o quadro diabético

apresentado pêlos animais esteja relacionado a um aumento na sensibilidade à insulina.

A fração de polissacarídeos pécticos isolada é responsável pelas propriedades

hipoglicemiantes e hipolipidêmicas observadas no modelo animal de diabetes. Além disso, a

significativa ação anti-inflamatória detectada pode sugerir PFCM como um novo candidato

terapêutico com um espectro de atividade similar a anti-inflamatórios não-esteroidais como a

indometacina, e, certamente capaz de exercer um envolvimento importante no efeito anti-

diabético observado.
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^ Os dados analíticos e especto-oscópicos determinados para PFCM, obtida da casca dos

fmtos de Passiflora ediilis na ausência de condições ácidas e sob aquecimento,

evidenciam um heteropolissacarídeo de natureza péctica com estrutura química

composta predominantemente por Rainnogalacturonanas do tipo I.

^ A fração polissacarídica apresentou valores de massa molar e um baixo percentiial de

esterifícação condizentes com os encontrados em outras pectinas extraídas de P. ecliilis

sob diferentes condições de pH e temperatura.

^ A fração polissacarídica obtida de Passiflora edulis não exibiu atividade citotóxica

contra linhagens de células tumorais in vitro. Contiido, PFCM possui efeitos

antitumorais in vivo sem toxicidade expressiva como observado nas análises

histopatológicas, que revelaram alterações celulares em alguns órgãos, porém todas

potencialmente reversíveis.

v O padrão de ação observado na atividade antitumoral de PFCM é semelhante ao de

polissacarídeos obtidos de outras fontes, inclusive substâncias de natureza péctica,

através da ativação do sistema imune. Assim, a atividade observada para PFCM pode

estar relacionada às propriedades imunoestimulantes.

•/ Os resultados obtidos a partir do tratamento com PFCM em ratos com diabetes

induzido por aloxano sugerem que o consumo diário da farinha das cascas do fruto de

P. edulis pode ajudar a inanter o controle glicêmico e a diminuir os níveis de

colesterol total e de triglicerídeos, sugerindo esta espécie como uma opção de

tratamento alternativo para o diabetes mellitiis tipo 2.

^ Os polissacarícleos pécticos obtidos são responsáveis pelas propriedades

hipoglicemiantes e hipolipidêmicas obsei-vadas no modelo animal de diabetes. Aiém

disso, a significativa ação anti-inflamatória detectada pode sugerir PFCM como um

novo candidato terapêutico com um espectro de atividade similar a anti-inflamatórios

não-esteroidais como a indometacina, e com envolvimento importante no efeito anti-

diabético observado.
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