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RESUMO

Pectinas sdo polimeros compostos principalmente por unidades de a-D-acidos galacturénicos
ligados por ligagdes a-1,4 presente na parede celular das plantas. De acordo com os
compostos ramificados na cadeia principal pode-se dividir a pectina em varios tipos. Esses
polissacarideos possuem estruturas complexas, sao solliveis em agua e geralmente apresentam
baixa toxicidade e possuem varias aplicagdes na industria quimica, alimenticia e farmacéutica.
Este trabalho teve como objetivo extrair, isolar e caracterizar os compostos pécticos presentes
no epicarpo dos frutos de Garcinia brasiliensis (bacupari). Utilizou-se dois métodos de
extracdo: agua em meio neutro e agua em meio acido, ambos com aquecimento. Utilizou-se
uma pectina comercial de citrus para comparacdo com as analises das pectinas do bacupari. A
pectina foi obtida dos residuos de epicarpo oriundos de extragdes rotineiras e exaustivas com
etanol, realizadas no laboratério de Fitoquimica e Quimica Medicinal (LFQM). O processo de
extracdo de pectina em meio aquoso neutro, resultou em um rendimento de 7,48%, e o
processo de extracdo em fase aquosa acida resultou em um rendimento de 6,15%. A pectina
dos frutos de G. brasiliensis, extraida com solucdo aquosa neutra, apresentou alto teor de
metoxilacdo e esterificacdo e também apresentou maior teor de compostos fendlicos com
maior capacidade sequestrante de radical livre DPPH do que as demais pectinas utilizadas.
Além disso, foi avaliada a atividade antimicrobiana e antiinflamatéria. As pectinas extraidas
do bacupari e a comercial ndo apresentaram atividade antimicrobiana significativa quando
avaliadas contra fungos e bactérias padres Americam Type Culture Collection (ATCC),
porém demonstraram atividade antiinflamatéria consideravel, quando comparadas ao padrdo
indometacina, testado no modelo de edema de pata de camundongos induzido por
carragenina. Foram realizadas a caracterizacdo estrutural, bem como a correlacdo com 0s
dados de atividade biol6gica dos compostos naturais e semi-sintéticos (acetilados) conduzindo
ao desenvolvimento de novos agentes antiinflamatérios a partir dos residuos de extracdo dos

frutos do bacupari.

PALAVRAS CHAVE: Atividade anti-inflamatoria. Bacupari. Pectina. Garcinia brasiliensis.

Polissacarideo de parede.



ABSTRACT

Pectins are polymers mainly composed by unities of a-D galacturonic acids bonded by a- 1,4
links that are present in the plants cell wall. According to the branched composts in the main
chain, a pectin can be divided in many kinds. Those polysaccharides have many complex
structures, that are soluble in water and usually present low toxicity and have many uses in the
chemical industry. This work aimed to extract, isolate and characterize the pectin composts
present in the epicarps from the Garcinia brasilensis fruits, also known as bacupari. Two
extraction methods were perfomed: one with water in a neutral solution and other with water
in an acid one, both of them were heated. A comercial pectin from citrus was used to compare
the analysis from the bacupari’s pectins. The pectin was obtained from residues of epicarp
derived of routine and exaustive extractions with ethanol, that were realized at the Medical
Phytochemistry and Chemistry Laboratory (MFCL). The process of pectin extraction in
neutral agueous solution resulted in a yield of 7,48% and the extraction process in the aqueous
acid solution resulted in a yield of 6,15%. The pectin extracted from the g. brasiliensis fruit
presented a high level of methoxylation and esterification and also showed higher phenolic
content with more sequestring capacity of the DPPH free radical. Besides that, the
antimicrobial and anti-inflammatory actvity were evaluated. The pectins extracted from the
bacupari and the commercial one didn’t show a meaningfully activity agaisnt fungi and
American Type Culture Collection (ATCC) standard bacterias, however they showed a
considerable anti-inflammatory activity when compared to the indomethacin standard, which
was tested on the carrageenan-induced paw edema in mices. Structural characterization, as
well as data correlation of biological activity of natural and semi-sinthetic (acetylated)
composts were performed, conducing to the development of new anti-inflammatory agents

from the residues of the extraction of bacupari’s fruits.

KEYWORDS: Anti-inflammatory activity. Bacupari. Pectin. Garcinia brasiliensis.
Wall polysaccharide.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, tem-se verificado um grande avango cientifico envolvendo os estudos
quimicos e farmacoldgicos de plantas medicinais que visam obter novos compostos com
propriedades terapéuticas. Com o desenvolvimento de novas técnicas espectroscopicas, 0S
cientistas tém conseguido elucidar rapidamente estruturas moleculares complexas de
constituintes naturais, até pouco tempo dificeis de serem identificadas (CECHINEL FILHO;
YUNES, 1998).

Nos vegetais, a estrutura fundamental da parede celular é formada por microfibrilas de
celulose, imersas em uma matriz contendo polissacarideos ndo-celuldsicos, como a
hemicelulose e pectina. Em particular, a pectina é bem complexa e possui um papel vital para
0 vegetal como rigidez (estrutura integrante da parede celular), adesdo e expansdo celular,
hidratacdo de sementes e outros. A pectina possui fun¢es importantissimas em diversas areas
como na formulacdo de novos polimeros complexos na industria quimica, em condicGes
patoldgicas na area da saude, na formacgdo de compostos geleificados e de fibras dietéticas na

area da nutricdo e absorcéo de alimentos na area da microbiologia.
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2 JUSTIFICATIVA

Muitos estudos quimicos apresentam o foco voltado para o estudo de moléculas
simples e de baixo peso molecular, contudo, macromoléculas como os polissacarideos
também devem ser estudadas, pela possibilidade de apresentarem caracteristicas e atividades
de importancia quimica e para outras areas do conhecimento.

Estudos envolvendo pectina extraida do maracuja, do tomate, de frutas citricas e da
maca vém sendo relatadas ao redor do mundo. Contudo, outras espécies nativas do Brasil
podem ser importantes fontes para a extracdo de pectina para fins diversos (industria quimica,
farmacéutica e alimenticia). Estas novas fontes de pectina sdo importantes para pesquisa,
desenvolvimento e inovacgdo, principalmente em paises em desenvolvimento como o Brasil,
pela possibilidade de ampla utilizacdo de compostos, que compreendem desde a formacéo de
polimeros complexos, até novas fontes de alimentos e medicamentos. Contudo, devido a
complexidade estrutural da pectina, ainda sdo poucos trabalhos que buscam aprimorar 0s
métodos de extracdo e caracteriza¢do quimica inequivoca destes compostos.

Estudos de atividade bioldgica com moléculas soltveis em agua e de baixa toxicidade
como as pectinas sdo estratégicos para o pais, pois favorecem a producdo futura de produtos
de baixo custo e risco para a saude.

Como proposto nesta dissertacdo, um estudo da relacdo estrutura-atividade da pectina
podera fornecer mais resultados sobre qual (ou quais) segmento (s) da molécula apresenta a
maior contribuicdo para a atividade bioldgica, pois os trabalhos relatados até entdo, sdo muitas
vezes contraditorios.

Estudos que envolvam a utilizacdo ou aproveitamento de residuos em laboratérios séo
uma importante justificativa para realizacdes de pesquisas nesta area. Por exemplo, o
aproveitamento de residuos citricos de industrias para extracdo de pectina vem sendo
realizado (GNANASAMBANDAM; PROCTOR, 2000; WILLATS; KNOX; MIKKELSEN,
2006). Estudos com borra de café vém mostrando grandes beneficios deste residuo como
antioxidantes alternativos (ROCHA et al., 2009).

Desta mesma forma propde-se a reutilizacdo dos residuos de extracdo do epicarpo dos
frutos de G. brasiliensis. A planta ja vem sendo estudada por pesquisadores da Universidade
Federal de Alfenas (UNIFAL-MG), o que resultou no isolamento de diferentes compostos,

alguns com atividades bioldgicas promissoras. Estas substancias vém sendo extraidas do



15

epicarpo, utilizando-se etanol 95% como solvente, com a geracdo de residuos que eram
anteriormente descartados e que agora poderdo fornecer pectina passivel de aproveitamento
diverso. A metodologia empregada no presente estudo poderd ser aplicada para outros

vegetais, resultando em aumento da perspectiva para estudos futuros.
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3 OBJETIVOS

Neste capitulo sera abordado os objetivos deste trabalho.

3.1 Objetivo Geral

Aproveitar residuos oriundos da extracdo dos constituintes do epicarpo de G.

brasiliensis, obtendo-se compostos pécticos com potencial biolégico.

3.2 Objetivos Especificos

a) Extrair, isolar e purificar os compostos polares, sobretudo as pectinas, do epicarpo dos
frutos de G. brasiliensis;

b) Caracterizar os compostos isolados através de métodos titulométricos;

c) Caracterizar os compostos isolados por espectroscopia no Infravermelho (1V), de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de *H e *C;

d) Avaliar a massa molar das pectinas isoladas do epicarpo dos frutos de G. brasiliensis
por cromatografia liquida de exclusdo de tamanho (SEC);

e) Auvaliar a atividade antimicrobiana e antiinflamatoria dos compostos pécticos;

f) Estabelecer a Relacdo Estrutura-Atividade (REA) para os compostos em estudo.
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4 REFERENCIAL BIBLIOGRAFICO

O texto sera tratado no referencial bibliografico de acordo com os autores citados.

4.1 Parede celular

Durante muito tempo a parede celular foi considerada como uma estrutura morta e
inerte com a Unica funcdo de conter o protoplasto, conferindo rigidez a célula. Hoje, sabe-se
que ela desempenha outras fungdes no vegetal, como prevenir a ruptura da membrana
plasmética, atuar na defesa contra fungos e bactérias dentre outras (VORWERK;
SOMERVILLE; SOMERVILLE, 2004). Assim, a parede celular é parte ativa da célula
vegetal e passa por modificacdes durante o crescimento e desenvolvimento da mesma. Todas
as células vegetais sdo envoltas pela parede celular que é constituida de polissacarideos
(componentes mais abundantes), proteinas e ligninas (SCHELLER et al., 2007). Esses
polissacarideos sdo normalmente divididos em celulose, hemicelulose e pectina. A celulose é
formada por polimeros de glicose unidos por ligagdes p (1-4) que se organizam em
microfibrilas sendo a celulase sintase a enzima principal na sua formacgdo (CESA) (TAYLOR,
2008). A hemicelulose é um grupo heterogénio constituida principalmente por xiloglucanos e
xilanos (arabinoxilanos). Os xiloglucanos possuem uma cadeia principal igual a celulose,
porém ramificada com xilose no carbono 3 do residuo de glicose. Os arabinoxilanos
consistem de polimeros de xilanos com ligagdes B (1-4), com ramificacdes de arabinose e
residuos dos acidos glicordnico e feralico (COSGROVE, 2005). E, por ultimo, a pectina um
polissacarideo complexo da parede celular formado por polimeros de &cido galacturénico
(GalA) com ligagdes o (1-4) (RIDLEY; O’NEILL; MOHNEN, 2001). A parede celular
forma-se externamente a membrana plasmatica e as primeiras camadas constituem a parede
priméria. Entre duas paredes primérias de células contiguas encontra-se outra camada
chamada de lamela média, ou mediana. Em muitas células a parede primaria constitui-se a
Unica camada e em outras podem ocorrer uma nova deposi¢do formando a parede secundéria
(COSGROVE, 2005). As paredes celulares diferem em sua espessura, composicdo e
propriedades fisicas. A lamela mediana é responsavel pela ligacdo entre uma célula e outra e é
constituida de pectina. A parede priméaria € mais espessa que a lamela média e € mais fina que

a parede secundaria. A parede primaria possui alta quantidade de agua (65%) e o restante
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correspondente a matéria seca, € composta de 95% de polissacarideos (30% celulose, 30%
hemicelulose e 35 % pectina) e 5% de proteinas (expansina, extensina e outras
glicoproteinas). Ja a parede secundaria possui um teor de agua reduzido devido a deposicéo de
lignina. Sua matéria seca é constituida de 65% a 85% de polissacarideos sendo sua maioria
celulose e ndo h& presenca de pectina. Vale ressaltar que a composi¢do da parede celular
vegetal pode variar entre as espécies (CARPITA, 2011; VORWERK; SOMERVILLE;
SOMERVILLE, 2004).

4.2 Pectina

As pectinas ou compostos pécticos consistem de um grupo de polissacarideos
complexos ramificados constituidos de unidades de a-D- acido galacturénico que constituem
uma grande parte da parede celular e ocorrem em angiospermas e gimnospermas, mas
também em pteridofitas, bridfitas e até em algas cloroficeas (O’NEILL et al., 2004). As
pectinas sdo sintetizadas nas vesiculas do complexo de Golgi e na sua sintese estdo envolvidas
mais de 67 enzimas destacando-se as glicosiltransferases. Apds sua sintese, a pectina é
transportada, via vesiculas, até a membrana plasmatica, onde é inserida na parede celular.
Alguns processos de sintese podem ocorrer também na membrana plasmética. A associacao
de pectina entre celulose e hemicelulose origina a protopectina nos tecidos vegetais. A
protopectina, de natureza insoluvel, é facilmente hidrolisada por aquecimento, em meio acido
ou alcalino, liberando a pectina. Também podem ser utilizadas enzimas para extracédo e estudo
dos compostos pécticos (SCHELLER et al., 2007; THAKUR; SINGH; HANDA, 1997). Com
a extracdo da pectina podem ser identificados, de acordo com a estrutura, oS seguintes
polimeros: homogalacturonanos (HG), ramnogalacturonanos | (RGI), ramnogalacturonanos 11
(RGII) e xilogalacturonanos (XGA) (MOHNEN, 2008) (Figura 1).
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Figura 1 - Esquema da estrutura da pectina mostrando os quatro tipos de
polimeros ligados entre si: Homogalacturonanos (HG),
Ramnogalacturonanos I (RGI), Ramnogalacturonanos Il
(RGII) e Xilogalacturonanos (XGA).

RG-I XGA HG
O = L-acido acérico A = L-Fucose @ =Kdo
© =D-Apiose O =D-Galactose @ =L-Ramnose
O = L-Arabinose @ =L-Gulactose $ =D-Xilose
O =Borat ® =Acido Galacturénico
= borato @ = Grupos Acetil
@ =D-Dha Q —Acido Glicorénico @ =Grupos Metil

Fonte: MOHNEN, 2008.

Aparentemente estes polimeros sdo ligados covalentemente entre si. Contudo, néo
estd muito claro como diferentes polissacarideos pécticos se interconectam, existindo varios
modelos para explicar suas estruturas complexas (SCHELLER et al., 2007; YAPO, 2009).

Os homogalacturonanos (HG), também conhecidos como homogalacturonanos nédo
substituidos, galacturonanos, e acidos poligacturénicos sdo homopolimeros de residuos de
acido galacturonicos (GalA) com ligagdes a (1-4) que possuem frequentemente um
grupamento éster metilico no carbono C-6. Os residuos de GalA dos HG também podem ser

acetilados em C2 e/ou C3 por acetiltransferases (Figura 2).
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Figura 2 - A estrutura dos
homogalacturonanos (HG)

Polimeros de acidos galacturdnicos que podem conter grupos éster metilico em C6 e/ou grupos acetila em
C2eCs.
Fonte: RIDLEY, O’ NEILL, MOHNEN, 2001.

Quando os homogalacturonanos apresentam  ramificacbes idénticas de
homogalacturonanos sdo chamados de galacturonanos-galacturénicos (GaGA) (YAPO, 2009)
e vem sendo purificados de diversas paredes celulares (OVODOVA, 2006; ROUND et al.,
2010).

Os HG sao sintetizados e esterificados no complexo de Golgi por metiltransferases. Na
parede celular, entdo ocorre uma desesterificacdo enzimatica que pode ser alta ou baixa
dependendo da espécie (PETERSEN et al., 2008). Quando mais de 50% dos residuos de
acidos galacturdnicos estdo esterificados com grupos metila no C6, ou seja, com um grau de
esterificacdo metilica (DM) > 50 eles sdo chamados de homogalacturonanos de alta
esterificacdo metilica ou de alta metoxilacdo e abaixo de 50% (DM<50) sdo chamados de HG
de baixa esterificacdo ou baixa metoxilacdo. Tanto a esterificacdo metilica (metoxilacdo)
quanto a acetilica (acetilacdo) sdo responsaveis pelo comportamento gélico das pectinas
(YAPO; KOFFI, 2006). Assim uma pectina de alta metoxilagdo, geralmente, forma geéis
quando aquecida em solucGes acidas e as de baixa metoxilacdo apenas formam géis em
presenca de célcio (MATIA-MERINO; LAU; DICKINSON, 2004; MIGLIORI et al., 2010).
De acordo com Fraeye et al. (2009), a metoxilagdo € um dos principais fatores que
determinam a funcédo das pectinas. Além da geleificacdo, a metoxilacdo também influencia a

viscosidade da pectina dissolvida em agua. A viscosidade dos polissacarideos (incluindo a
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pectina) em solucdo aquosa depende também de outras caracteristicas intrinsecas tais como
massa molecular, volume, grau de esterificagdo, contetido de &cido galacturonico além de
fatores ambientais (MASUELLI, 2011). Na cadeia de homogalacturonanos além de
metoxilacdo (alta e baixa) podem ocorrer reacdes de amidacdo formando as pectinas amidadas
ou pectinamidas e o grau de amidacdo (DA) também pode ser avaliado (NGUYEN et al.,
2011).

Estudos de imunolocalizacdo tém descrito a presenca de HG de baixa esterificacdo
metilica na lamela média e nos espacos angulares entre as células e HG de alta esterificacdo
metilica em toda parede celular. (RIDLEY; O’NEILL; MOHNEN, 2001; SOMERVILLE et
al., 2004).

Os ramnogalacturonanos | (RGI) consistem de uma cadeia principal com dissacarideos
repetidos constituidos de acido galacturénico (GalA) e L-ramnose (Rha) (Figura 2). Os GalA
se ligam nas Rha por ligagOes o (1-2) e as Rha se ligam nos GalA por ligagdes a (1-4). Os
residuos de ramnoses também podem ser substituidos (ramificados) por cadeias de galactanos,
arabinanos ou arabinogalactanos | na posicdo O-2 e O-4. Os galactanos sdo cadeias de
residuos de galactose unidas por ligagdes B (1-4), enquanto que arabinanos séo cadeias de
residuos de arabinofuranose interconectados por ligacdes o (1-5). Esta cadeia de
arabinofuranose é frequentemente ramificada em C-3 e, as vezes, em C-2 do residuo. Os
arabinogalactanos | sdo cadeias de galactanos com ramificagdes de arabinanos (Figura 2). Em
algumas espécies os residuos de arabinose e de galactose na cadeia de RGI podem ser
substituidos por ésteres de acido ferdlico. Os residuos de acidos galacturénicos dos RGI
também podem ser acetilados como nos homogalacturonanos (HG) (SCHELLER et al., 2007;
YAPO, 2009).

Os ramnogalacturonanos Il (RGII) sdo os tipos mais complexos de pectinas. O home
ramnogalacturonanos (RG) pode levar a equivocos, pois sua cadeia principal ndo é constituida
de RG, mas de curtas unidades de homogalacturonanos (HG) substituidas com quatro cadeias
de diferentes tamanhos. Os residuos de RGII incluem monossacarideos que s&o raros em
outros polissacarideos como D-apiose, 2-O-metil- L-fucose, 3-carboxi-5-desoxi-L-xilose (L-
acido acérico), L-galactose, 3-desoxi-D-lixo-2-a4cido heptulosérico (Dha) e 2-ceto-deoxi-D-
mano acido octolosonico (Kdo) (Figura 2). RGII existem predominantemente como dimeros
que sdo covalentemente ligados por diesteres borato (SCHELLER et al., 2007).

Os xilogalacturonanos (XGA) séo parecidos com os homogalaturonanos (HG) sendo

que a diferenca esta na presenca de xilose ligada nos acidos galacturénicos (Figura 2). Em
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toda a cadeia podem ter varias xiloses ligadas por ligagdes B (1-3) ou B (1-4), porém apenas
um residuo por &cido galacturénico (SCHELLER et al., 2007).

4.3 Atividade bioldgica da pectina

Na industria de alimentos e medicamentos, as pectinas tém sido alvo de investigacao
por ser considerado um componente das fibras dietéticas (juntamente com as hemicelulose,
celulose, gomas, mucilagens, oligossacarideos, ligninas, etc.) e por apresentarem atividades
bioldgicas e farmacoldgicas de grande interesse (MORRIS, 2009; SANCHEZ-MUNIZ,
2012). Além disso, as moléculas de pectinas sdo solUveis em &gua e tém apresentado baixa
toxicidade (RAMBERG; NELSON; SINNOTT, 2010; SILVA et al., 2012).

Estudos recentes apontam para a descoberta de polissacarideos pécticos com atividade
antitumoral (LI et al., 2012). Nesta condicdo, as pectinas parecem ativar direta ou
indiretamente diferentes componentes do sistema imunol6gico como macréfagos, linfocitos T
e B (LEUNG et al., 2006). Pectinas extraidas de maracuja (Passiflora edulis) reduziram
significativamente o peso de tumores (SILVA et al., 2012).

Estudos da atividade antiinflamatéria da pectina tém sido bem relatados, utilizando-se
de vérios modelos. Na inducdo de colites, Popov et al. (2007a) verificaram uma reducdo da
inflamacdo quando eram administradas 50-110 mg/Kg (v.0) de pectina de Rauvolfia callus
em camundongos. A capacidade da pectina da graviola (Apium graveolens) em prevenir a
inflamacéo foi positiva em modelo de choque séptico (OVODOVA et al., 2009; POPOV et
al., 2007b). Similarmente a indometacina, a pectina do maracuja reduziu significativamente o
edema de pata induzido por carragenina em ratos diabéticos, com reducdo da migracdo de
neutrofilos e maior preservacéo do tecido (SILVA et al., 2011).

A importancia da pectina em alimentos vem sendo atribuida a formacéo de géis, sendo
muito utilizadas na producdo de gomas e geléias e produtos lacteos (THAKUR; SINGH;
HANDA, 1997; WILLATS; KNOX; MIKKELSEN, 2006). Nos ultimos anos a pectina vem
sendo empregada também como fibra dietética solivel por apresentar efeitos fisioldgicos
benéficos ao organismo humano. Estudos com dietas de pectina de Crataegus pinnatifida
(LIU et al., 2010), de maca (SANCHEZ et al., 2008) e de Citrus sp (PIEDADE;
CANNIATTI-BRAZACA, 2003) em ratos mostraram uma reducdo significativa dos niveis
séricos, colesterol total e LDL, triglicerideos e acumulac&o de corpos lipidicos confirmando o

potente efeito dessa molécula como protetora das doencgas cardiovasculares. Pectinas de alho
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(Allium cepa L.) possuem um importante papel no favorecimento da absorcdo intestinal e séo
benéficas para prevenir alergias alimentares (GOLOVCHENKO et al., 2012).

Homogalacturonanos isolados das folhas de Plantago major (tanchagem) mostraram
eficacia contra infeccdo por Streptococcus pneumoniae em camundongos (HETLAND et al.,
2000). Atividades antioxidantes também tém sido relatadas para a pectina. A adi¢do de
oligossacarideos oriundos de pectina na dieta de camundongos obesos levou uma maior
atividade da enzima superoxido dismutase (SOD), além da diminuicdo da peroxidacao
lipidica (LIU et al.,, 2010). Gan e Latiff (2011) e Patra et al. (2012) observaram uma
significativa capacidade sequestrante do radical DPPH pelas pectinas.

Os compostos pécticos também possuem atividade cicatrizante (SAMUELSEN et al.,
2007). A pectina associada a gelatina e carboximetilcelulose (formando os hidrocoldides) vem
sendo muito utilizada nas feridas secas, com pouco ou médio exsudato e em lesdes em fase de
granulacdo. Além disso, a pectina na forma de hidrocol6ide vem sendo usada como protetora
cuténea da pele nas areas periostomais e regides adjacentes a feridas exsudativas e fistulas ou
nos processos de dermatite de contato por extravasamento de liquidos (MANDELBAUM; DI
SANTIS; MANDELBAUM, 2003). Pectinas de beterraba foram responsaveis por uma alta
regeneracdo da superficie de feridas e de Ulceras troficas, com reducéo do uso de antisépticos,
devido sua agdo bactericida, ndo apresentando efeitos colaterais (ndo tdxica) (BRISKIN;
DEMIDOV; PROSHIN, 2005; KHATKO et al., 2010).

Cladddeos de Ficus indica (Cactaceae) sao utilizados como cicatrizantes na medicina
popular. Trombetta et al. (2006) estudaram esses cladodeos e observaram que sua coOmposi¢ao
quimica majoritariamente € constituida de mucilagens e pectinas e que eles possuiam alta
atividade cicatrizante em experimentos com feridas dérmicas, em ratos. Pectinas
hidrossoltveis extraidas da casca de durido (Durio zibethinus Murr) também apresentaram
significativas propriedades cicatrizantes (HOKPUTSA et al., 2004).

4.4 Estrutura e atividade das pectinas

A estrutura da pectina influencia a sua atividade bioldgica. Por exemplo, os efeitos na
inflamacéo parecem serem determinados pelas caracteristicas de sua estrutura, ndo pelo tipo
de pectina (HG, RGI, etc), mas pela posicdo das ramificacbes na cadeia principal e pelo
tamanho da pectina (MARKOV et al., 2011). Popov et al. (2011) relatam que a cadeia linear
de &cido galacturbnico das pectinas é que sdo responsaveis pela atividade bioldgica anti-

inflamatdria. Diferentemente, para atividade cicatrizante, resultados de Samuelsen et al.
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(2007) mostram que a menor quantidade de ligagdes a (1-4) (cadeia principal de &cidos
galacturdnicos) leva a maior atividade. Outros autores verificaram ainda que as unidades de
pectinas hidrolisadas enzimaticamente (LIU et al., 2010) ou quimicamente (POPQV et al.,
2011) é que apresentaram atividade bioldgica significante.

O grau de metoxilacdo (ou metilacdo) e de amidacdo também tem diferenciado os
efeitos bioldgicos. Pectinas com alto teor de metoxilagdo em relacdo as de baixo teor tém
demonstrado melhor efeito contra os fatores de riscos cadiovasculares e maior efeito na
absorcao intestinal de lipideos (DONGOWSKIA; LORENZ, 2004; KIM, 2005; SANCHEZ et
al., 2008). Ratos alimentados com pectinamidas apresentaram uma maior diminuicdo do
colesterol e da gordura do figado do que ratos alimentados com pectinas metoxiladas
(MAROUNEK et al., 2007).

Na fabricacdo de medicamentos, as pectinas tém sido utilizadas para revestir
carreadores (ex. lipossomos) de compostos ativos e assim aumentar a biodisponibilidade oral
da droga. As pectinas com alto grau de metoxilagdo apresentaram maior revestimento do que

as pectinamidas e pectinas de baixa metoxilacdo (NGUYEN et al., 2011).
4.5 Garcinia brasiliensis Mart. (“Bacupari”)

Figura 3 - Fotos ilustrativas das folhas e frutos de G. brasiliensis (a) e da semente e

polpa de G. brasiliensis (b).

(@ (b)

Fonte: CECILIA, 2000.

A espécie G. brasiliensis (Mart.) ou Rheedia brasiliensis (Planch & Triana), é nativa
da regido Amazonica e é cultivada em todo o territdrio brasileiro. E conhecida popularmente

como bacuri, bacupari, porocd e bacuripari no Brasil, e como guapomo na Bolivia. E uma
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espécie nativa do Brasil, Paraguai e norte da Argentina (PEREIRA et al., 2010) e pertence a
familia Guttiferae, também conhecida como Clusiaceae. Esta familia é caracterizada pela
presenca significativa de latex na maioria de suas espécies possuindo 47 géneros, dentre os
quais, podemos citar, por exemplo: Vismia, Garcinia, Clusia, Cratoxylum, Harungana,
Mesua, Hypericum, Kielmeyera, com mais de 1000 espécies que se agrupam em Seis
subfamilias que estdo distribuidas amplamente por todo o Brasil (DEROGIS et al., 2008).

Os frutos sdo comestiveis, ovais com a casca elastica e amarela que pode ser
facilmente removida. A polpa é branca, suave, saborosa e possui 2 a 3 sementes (MORTON;
MOMBIN, 1987). A infusdo da polpa possui acdo narcOtica semelhante a nicotina
(MORTON; MOMBIN, 1987). Os frutos sdo ainda utilizados no tratamento de tumores,
inflamacGes do trato urinario, artrite como analgésico. Habitantes da Tailandia, Srilanka,
Malésia, Filipinas e India, usam o epicarpo ou o fruto maduro como opcdo em medicina
tradicional para o tratamento de dor abdominal, diarréia, disenteria, infeccdo de feridas,
supuracdo e ulcera cronica (CUI et al., 2010). Vérios constituintes quimicos com ampla
atividade bioldgica foram isolados do epicarpo dos frutos de G. brasiliensis, como
benzofenonas polipreniladas, flavonoides, xantonas e 6leo essencial (DEROGIS et al., 2008;
GONTHO et al., 2012; MARTINS et al., 2008).

Com relacdo & pectina, no género Garcinia poucos estudos tem sido realizados e
nenhum estudo foi localizado com a espécie Garcinia brasiliensis. Baliga et al. (2011) em
suas revisdes sobre 0 uso medicinal de Garcinia indica Choisy relataram a presenca de 0,9 %
de pectina nas cascas dos frutos. Na Garcinia mangostana foram isolados polissacarideos
pécticos com atividade antioxidante (GAN; LATIFF, 2011).
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5 MATERIAIS E METODOS

Os materiais e métodos utilizados nos experimentos foram descritos no capitulo

abaixo.
5.1 Coleta, secagem e preparo do material

Os frutos de G. brasiliensis foram coletados na regido de Vigosa, Minas Gerais, Brasil
(latitude 20°45°14"" sul e longitude 42°52°55™" oeste) e levados para o Laboratério de Plantas
Medicinais e Fitoterapico de Alfenas. Os epicarpos dos frutos de G. brasiliensis foram
separados das sementes e secos em estufa com circulacéo de ar a uma temperatura de 40 °C
até peso constante. Apds a secagem completa, o material foi pulverizado em moinho de facas.
O mesmo foi submetido a extracdo exaustiva por maceracdo com etanol absoluto a
temperatura ambiente, filtrado e evaporado o solvente, reservando o extrato para outros
estudos. O residuo gerado (epicarpo apds a extracao) foi utilizado para a extracdo da pectina
neste trabalho. A Figura 4 resume a metodologia utilizada neste estudo, desde a coleta e

preparo das amostras até as atividades bioldgicas.
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Figura 4 - Esquema da metodologia para coleta e preparo das
amostras, e do estudo de atividades bioldgicas

Frutos
Epicarpo Sementes
Etanol
absoluto
. Extrato
Residuo etanolico
Extracido da
pectina
pH=6.0 pH=15
Pectina
PEC6,0 PEC1,5 comercial
(PECc)

Caracterizacao Caracterizagao
quimica espectroscopica
Atividade Atividade Anti-

antimicrobiana inflamatoéria

Relagao
Estrutura-
Atividade
(REA)

Fonte: Do autor.

5.2 Extracdo da pectina

A extragdo da pectina foi realizada de acordo com Silva et al. (2012) e Jiang et al.
(2012), com algumas modificacbes. Em 600 mL de &gua destilada foram adicionados 50 g de
epicarpo, seguido de aquecimento a 90-100°C por 2 horas. Durante a extracdo o pH do meio
foi mantido em aproximadamente 6. O extrato foi filtrado para a elimina¢do dos residuos
solidos com um pano fino com posterior centrifugacdo a 17000 g por 20 minutos, a 20 °C.
Posteriormente, as pectinas no sobrenadante foram precipitadas com etanol 95% (duas vezes o
volume). Apds uma hora da adi¢cdo de etanol a pectina foi filtrada a vacuo e lavadas
novamente em etanol absoluto. A pectina resultante (PEC6,0) foi liofilizada e armazenada em
frascos de vidro (3,74g). Uma extracdo acida (PEC1,5) também foi realizada preparou-se 2,0
(L) de uma solugdo acida de acido cloridrico 0,03 mol/L (pH 1,5), usando-se o HCI
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(comercial) 6 mol/L, foram utilizados 10 mL de HCI (6 mol/L), em seguida completou-se o
volume a 2,0 (L) com &gua destilada. Em 600 mL de solucdo acida foram adicionados 50 g de
epicarpo, seguido de aquecimento a 90-100 °C por 2 horas. Em seguida o material foi filtrado
usando a bomba a vacuo com funil de Buckner. Apds a filtragem foram adicionados 1,5 (L)
de etanol absoluto, deixando precipitar a pectina. Apds uma hora da adi¢éo do etanol a pectina
foi filtrada a vécuo, liofilizada e armazenada em frascos de vidro (3,08g). (LIANG et al.,
2012) (Tabela 1). O rendimento da pectina foi expresso em porcentagem de acordo com
Torralbo et al. (2012) onde o rendimento final (%) é igual ao peso da pectina extraida/peso do

epicarpo utilizado para extracdo multiplicado por 100.

5.3 Caracterizacao quimica da pectina

As amostras de pectinas obtidas do epicarpo foram quantificadas por titulometria
acido-base (FERTONANI, 2006). Aproximadamente 250 mg de pectina foi umedecida com 2
mL de alcool etilico e solubilizada em 25 mL de agua deionizada sob agitacdo constante por
30 minutos em agitador magnético, sendo em seguida determinado o pH da solugdo. As
carboxilas livres dos acidos anidrogalacturénicos foram neutralizadas com solugdo de NaOH
0,1 N. As carboxilas esterificadas, apds saponificacdo com 10 mL de solucdo de NaOH 0,25
N por 30 minutos em temperatura ambiente, foram neutralizadas com 10 mL de solugédo de
HCI 0,25 N e novamente neutralizadas com solu¢do de NaOH 0,1 N, obtendo-se entdo os
valores de mEq de NaOH referentes aos dois tipos de carboxilas, livres e esterificadas,
respectivamente representados por mEq’ e mEq’’. Com os dados obtidos foram realizados os
calculos para determinacdo da quantidade de massa por mEq (Z = massapectina/mEqtotais),
teor de residuos galacturénicos (AUX% = 17600/Z), teor de metoxilas [MeO%=(mEq” x 31 x
100)/massapectina], e grau de esterificacdo (DE = (176/31) x (MeO%/AUX%).

A determinacdo do teor de fendis totais (TFT) foi feita em espectrofotdmetro
Shimadzu TCC 240 A no comprimento de onda de 750 nm, utilizando cubetas de quartzo de 1
cm de caminho o6ptico, de acordo com Singleton, Orthofer e Lamuela-Raventos (1999).

Aliquotas das amostras foram diluidas em agua para se obter uma concentracdo de
500ug/mL. A 0,5 mL de cada amostra foram adicionados 2,5 mL do reagente de Folin-
Ciocalteau 10% (v/v) e em seguida, foram acrescentados aos tubos 2,0 mL de carbonato de
sodio (Na,COs3) a 4% (m/v). Os tubos foram agitados para homogeneizacdo e mantidos em
repouso. Apos 2 horas de incubacdo a temperatura ambiente e ao abrigo da luz, a absorbancia

foi mensurada em espectrofotdbmetro a 750 nm (correspondente ao pico de absorcdo dos



29

Oxidos de molibdénio e tungsténico), ajustando o zero de absorbancia com a solugdo do
branco, constituida dos reagentes e 0,5 mL de &gua, que substitui a solugdo da amostra.

Os mesmos procedimentos foram realizados com o acido galico em solucéo etanolica,
nas concentragdes de 5, 10, 20, 40, 80, 100 ug/mL, a fim de se obter a curva analitica: C =
75,25. A + 0,933, onde C ¢ a concentragdo de &cido gélico, A é a absorbéncia a 750 nm, e 0
coeficiente de correlacdo R = 0,999. A quantidade de fendis foi determinada por interpolacéo
da absorbéancia das amostras na curva de calibracdo, e os valores foram expressos como
equivalentes de acido galico (mg de acido galico/g de amostra). As analises foram realizadas
em triplicata.

A medida da atividade sequestrante de radicais DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila)
dos compostos pécticos foi realizada de acordo com a metodologia descrita por Yen, Chang e
Duh (2005), com modificagdes, monitorando-se o consumo do radical DPPH pelas amostras,
através da medida do decréscimo da absorbancia de solucGes de diferentes concentragdes.
Foram preparadas solucdes das amostras em etanol nas concentracbes 400 pg/mL, 200
pg/mL, 100 pg/mL, 50 pg/mL e 25 pg/mL, utilizaram-se como padrdes acido ascorbico e
BHT nas mesmas concentragdes das amostras. Adicionaram-se 2,0 mL da solucdo das
amostras a serem testadas a 0,5 mL de solugdo do radical DPPH (0,5 mM). A mistura foi
agitada vigorosamente e mantida em repouso, sob protecdo de luz, por 30 minutos. Logo
apos, foram feitas as leituras das absorbancias a 517 nm em espectrofotdbmero UV/Vis
ajustando o zero de absorbancia com a solu¢do do branco, constituida de todos os reagentes e
2 mL de etanol absoluto, que substitui a solucdo das amostras.

O teor de cinzas totais foi calculado de acordo com a 5% edicdo da farmacopéia
brasileira. O conteudo de cinzas foi determinado por incineragdo a 600°C por 4 horas
(RANGANNA, 1977).

Os teores de proteina foram determinados pelo método de Bradford (1976) usando
albumina de soro bovino como proteina padréo.

Para efeitos comparativos, toda caracterizacdo quimica e fisica foi também feita com

uma pectina de citrus (Sigma) de estrutura conhecida.
5.4 Caracterizacgéo espectroscopica
A caracterizagdo dos compostos pécticos e da pectina comercial de citrus foi realizada

pela analise dos espectros de absorc¢do na regido do infravermelho (aparelho Perkin Elmer
FTIR 1000) (TORRALBO et al., 2012), espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN)
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de 'H e C, COSY, HMQC, HMBC (POPOV et al., 2011; PATRA et al., 2012), utilizando
aparelhos da UNIFAL ou de outros centros de pesquisas e ensino (UFV, UFMG). Os
espectros na regido do infravermelho (IV) foram obtidos em espectrémetro, modelo Prestig-
21, no Laboratério de Quimica Inorganica da UNIFAL-MG. As amostras foram preparadas na
forma de pastilhas de KBr e as absorges expressas em niimero de ondas (cm™).

Os experimentos de RMN foram realizados em aparelho Bruker da UNIFAL-MG a
300 MHz para RMN de-'H e a 75 MHz para RMN de-"*C.

5.5 Determinacéo de peso molecular por cromatografia liquida de exclusdo de tamanho
(SEC)

A massa molecular das pectinas foi estimada através da analise por Cromatografia
Liquida de Exlusdo de Tamanho: O Cromatografo liquido usado consistiu de uma bomba
ProStar (Varian), detector por Indice de Refracdo RID-410 (Waters), valvula de injecdo
Rheodyne e sistema de aquisicdo de dados PC/Chrom (S&A Scientific). As amostras e
padrdes foram analisados em 2 colunas em série: Shodex OHpak SB-804 HQ (300mm x
8,0mm (SHODEX). A fase mdvel utilizada foi agua MilliQ em temperatura ambiente e fluxo
de 1,0 mL/min. O volume de injecéo foi de 20 puL. As amostras (PN, PC e PA) e padrdes de
polissacarideos Pullulan (Showa Denko) foram diluidas em agua MilliQ (MOREIRA et al.,
2008a,b).

5.6 Derivatizacéo da pectina: acetilacéo

Com o objetivo de modificar estruturalmente os compostos pécticos obtidos dos frutos
de bacupar e verificar as atividades antioxidante e anti-inflamatoria, estes foram subtmetidos
ao processo de esterificacdo com anidrido acético e piridina utilizando o procedimento
descrito por Yuan et al. (2005). A pectina seca (2 g) foram adicionados a 20 mL de
dimetilformamida (DMF) e agitou-se a temperatura ambiente durante 30 min, em seguida,
foram adicionados 20 mL de uma mistura de 50% de piridina e 50% de anidrido acético
(Ac,0). A mistura reacional foi mantida durante 24 h, sob agitacdo continua a temperatura
ambiente. Agua destilada (250 mL) foi adicionada para reagir com o excesso de Ac;0, € a
mistura foi concentrada sob pressdo reduzida. EtOH anidro foi adicionado a solugédo

concentrada, e a mistura foi mantida durante a noite a 0-5 °C. O precipitado foi filtrado e
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lavado trés vezes com EtOH. O precipitado resultante foi dissolvido em agua destilada e
liofilizada.
O produto obtido estd em fase de caracterizacdo e sera avaliado o seu potencial

bioldgico.

5.7 Andlise da atividade antimicrobiana

Foram avaliadas as concentracdes inibitorias de 50% do crescimento (IC50) e 90%
(IC90) de leveduras e bactérias. As avaliagdes/determinaces dos valores de concentracdes
inibitérias foram realizadas segundo a metodologia de microdiluicdo para leveduras conforme
documento M27A3 (CLSI, 2008) e microdilui¢do para bactérias conforme documento M7A6
(CLSI, 2003), com algumas modificagdes. O meio de cultura utilizado foi caldo Mueller
Hinton e os extratos pécticos foram avaliados em 10 concentragdes (ug/mL): 1000; 500; 250,
125, 100, 80, 40, 20, 10 e 5. Os compostos foram solubilizados em agua para preparo de
solucdo estoque a 5000 pg/mL.

Os ensaios foram realizados com fungos e bactérias padrdes American Type Culture
Collection (ATCC). Os microrganismos escolhidos sdo oportunistas e ou patogénicos e foram
os fungos: Candida albicans ATCC 10231, Candida krusei ATCC 6258, Candida tropicalis
ATCC 750; e as bactérias Gram positiva: Staphylococcus aureus (ATCC 6538) e Gram
negativas: Escherichia coli (ATCC 25922); Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027).

O meio de cultura caldo Mueller Hinton foi utilizado como controle negativo. Os
farmacos padrdo utilizados como controles positivos nos ensaios foram o antifingico
fungistatico fluconazol (concentracbes em pg/mL: 64; 32; 16; 8; 4; 2; 1; 0,5; 0,25; 0,125;
0,0625; 0,03125) e o antibidtico bacteriostatico cloranfenicol (concentracdes em pg/mL: 125;
62,5; 31,2; 15,6; 3,9; 1,95; 0,975; 0,487; 0,122; 0,06).

5.8 Analise da atividade anti-inflamatoria

Os ensaios realizados foram descritos no texto abaixo.

5.8.1 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss machos (25 + 5g) provenientes do Biotério

Central da Universidade Federal de Alfenas — UNIFAL MG. Os animais foram mantidos em
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gaiolas plasticas com racdo e agua em temperatura ambiente e em caixas de polipropileno
adequadas a sua manutencdo. Foram privados de comida durante cerca de 12 horas antes do
experimento e ao término, os animais foram sacrificados com inalacdo de halotano. Os
animais foram subdivididos e mantidos separadamente em grupos. Antes de iniciar 0s ensaios,

o projeto foi aprovado pelo comité de ética da institui¢do, protocolo n°496/2013.

5.8.2 Ensaio de edema de pata de camundongos induzido por carragenina

O edema de pata foi induzido pela injecéo de 40 uL de carragenina (2% p/v) em salina
estéril e administrada na regido subplantar da pata direita de camundongos swiss machos (n =
8). Uma hora antes da injecdo de carragenina 0s animais receberam tratamento (v.0.) com as
pectinas (comercial, acida ou neutra) nas doses de 10, 30 e 100 mg/kg ou indometacina
(10mg/kg, v.0.) ou veiculo (10 mL/kg NaCl). Antes da administracdo da carragenina, apds
uma, duas, trés e quatro horas da administracdo da carragenina, a pata direita do animal foi

imersa até a regido tibio-tarsica com o uso de um pletismémetro.
5.8.3 Anélise estatistica
Os resultados foram demonstrados através da média erro padrdo da média. Anélise de

variancia (ANOVA) seguida do teste de Student Newman-Keuls, que foi utilizado para medir

o0 grau de significancia (p < 0,05).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dos experimentos foram demonstrados neste capitulo.

6.1 Extracao da pectina e caracterizagao

Com relacdo a extracdo da pectina, observou-se um maior rendimento na extracao
aquosa neutra (PEC 6,0) do que a extracdo aquosa acida (PECL1,5), contudo esta diferenca

entre as extragdes foi menor que 1% (Tabela 1).

Tabela 1 - Caracterizacdo dos compostos pécticos do epicarpo de G. brasiliensis (PEC
6,0) e (PECL1,5) e de pectina comercial de citrus (PECc)

Pectina RP AUX MeO DE Mw TFT  Cinzas Proteina
% % % %  (10°) gmol® mgl/g % Hg/g
PECS6,0 7,48 40,30  65,0% 55,97 7,6 24,04 09,50 4,04
PEC1,5 6,15 43,40  25,0% 44,03 3,8 14,92 10,45 3,96
PECc 40,24  37,9% 53,46 19 01,67 04,70 4,61

Os dados correspondem a média de trés repeti¢bes (n = 3). RP, rendimento médio; AUX, teor de residuos
galacturdnicos; MeO, teor de metoxilas; DE, grau de esterificacdo; Mw, massa molar; TFT, teor de
fenolicos totais.

Fonte: Dados da pesquisa

O rendimento da pectina do bacupari foi semelhante aos relatados para outras plantas,
como magca (6%) (LOYOLA; PAVEZ; LILLO, 2011) e sementes de figueira (6%) (LIANG et
al., 2012) contudo alguns autores utilizaram metodologias similares e relataram ter maiores
rendimentos com albedo da casca de maracuja (20%) (CANTERI et al., 2010), com a casca
desidratada da goiaba (12%) (MUNHOZ; SANJINEZ-ARGANDONA; SOARES JUNIOR,
2010 ) e pytaia ou “fruta do dragdo” (Hylocereus polyrhizus) (12%) (MOHD et al., 2012).

As pectinas oriundas da extracdo neutra e acida (PEC 6,0 e PEC 1,5) e a pectina
comercial (PECc) apresentaram teor de residuos galacturénicos (AUX) semelhantes com
valores de 40,3%, 43,4% e 40,24 respectivamente (Tabela 1). Ja para o teor de metoxilas
(MeQ) a PEC6,0 apresentou maior valor (65%) e a PEC1,5 0 menor (25%). A pectina acida
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(PEC 1,5) apresentou menor grau de esterificacdo (DE) (44,03%) e a comercial e neutra
(PECc e PEC6,0) mostraram-se com maior grau (Tabela 1).

A obtencdo de pectinas com diferentes padrGes estruturais podem ser via mudancas
das condicdes de extracdo, por acdo de enzimas e via modificacdo estrutural. Dependendo do
solvente extrator (agua e solucgdes acidas e/ou bésicas aquecidas ou ndo) compostos pécticos
com diferentes padrBes estruturais podem ser obtidos com diferentes propriedades fisico-
quimicas e bioldgicas (LAI; LIANG, 2012; LIANG et al., 2012; MUNHOZ; SANJINEZ-
ARGANDONA; SOARES-JUNIOR, 2010).

As pectinas podem ser extraidas com agua acidificada oriunda de diversos acidos
como fosforico, acetico, sulfurico, nitrico ou cloridrico em pH variando de 1 a 3, em
temperatura entre 80 e 100°C. Diversos trabalhos tém reportado que fatores como
temperatura, pH, tempo e tipo de acido podem influenciar ndo somente o rendimento de
pectina, mas também a estrutura quimica do produto final (FERTONANI et al., 2006;
RECHKINA; GUBANENKO; RUBCHEVSKAYA, 2011; TORRALBO et al., 2012).

As pectinas sdo polissacarideos complexos com estruturas ndo completamente
elucidados e por isso varios modelos tém sido utilizados para explicar a sua composicdo
quimica (SCHELLER et al., 2007; YAPO, 2009). Ou ainda métodos mais simples como o
titulometrico tem sido utilizado devido a dificuldade de se trabalhar com os modelos.

Normalmente as pectinas comerciais apresentam um teor de residuos galacurénicos
(AUX) acima de 65% (MUNHOZ; SANJINEZ-ARGANDONA; SOARES-JUNIOR, 2010).
Contudo nenhuma das pectinas deste estudo (incluindo a comercial de citrus) resultaram em
AUX maior 65%.

De acordo com Fraeye et al. (2009) e Migliori et al. (2010), o teor de metoxilas
(MeO) ou grau de metoxilacdo e o grau de esterificacdo (DE) determinam a funcdo da
pectina, pois compostos pécticos com alto teor de metoxilas e alto grau de esterificacao,
geralmente formam géis quando aquecida em solucdes acidas e as de baixo MeO e DE apenas
formam géis na presenca de célcio. Pelos resultados encontrados, a pectina dos frutos de G.
brasiliensis extraida com solucdo aquosa neutra apresentou alto teor de metoxilacdo e
esterificacdo, pois possuem um grau de esterificacdo e metoxilagdo maior que 50%
(DM>50%; MeO>50%) (YAPO; KOFFI, 2006). Portanto, com a extracdo aquosa neutra da
pectina dos frutos G. brasiliensis pode-se obter um composto péctico com maior capacidade
de geleificacdo podendo assim ser utilizado como fibra dietética sollvel, espessante e
estabilizante de emulsdes em alimentos, ja que este tratamento apresentou maior teor de

metoxilas (MeO) e maior grau de esterificacdo (DE) (Tabela 1). Em estudos com frutos de
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Pytaia (MOHD et al., 2012); cajueiro (Anacardium occidentale) (BESSON; YAPO; AVIT,
2014) e lobeira (Solanum lycocarpum) (TORRALBO et al., 2012) foram isoladas pectinas de
baixo teor de metoxilacdo e grau de esterificacdo e com percentagens bem inferiores em
relacdo a pectina de G. brasiliensis.

Em relacéo a teores de compostos fendlicos, Canteri (2010) trabalhando com extracdo
de pectina de pericarpo de maracuja amarelo encontrou teores entre 3-7 g/kg. Em cascas
frescas de maca e péra foram encontrados valores entre 0,5-1,0 g/kg (ESCARPA;
GONZALEZ, 2001). A extracdo exaustiva com etanol antes da extracdo da pectina dos frutos
de bacupari parece ndo ter retirado todos os compostos fendlicos do pericarpo, 6rgao este
constituido de grande quantidade destes compostos (GONTIJO et al., 2012). A extracdo &cida
da pectina do bacupari eliminou pela metade os compostos fendlicos da pectina. Devido as
propriedades dos compostos fendlicos, compostos pécticos acrescidos dessas moléculas
podem ser interessantes para 0 aumento da atividade bioldgica.

Os compostos fendlicos podem estar interligados nas pectinas (RIDLEY; O’NEIL;
MOHNEN, 2001); e/ou podem ser oriundos das paredes celulares e do conteudo da célula e
assim podem ser extraidos juntamente com a pectina e posteriormente tornam-se associados
aos compostos pécticos (LE BOURVELLEC; GUYOT; RENARD, 2009).

O teor de cinzas totais foi menor na pectina comercial (PECc) seguida das pectinas
neutra e acida do bacupari (Tabela 1). Tanto na pectina comercial quanto nas pectinas do
bacupari, os teores de proteina foram baixos ficando entre 3,96-4,61 (Tabela 1).

Pectina de maracuja extraida com &cido citrico em estudos relatado por Pinheiro
(2007) gerou 5,7% de cinzas totais. Outros trabalhos relatam um percentual menor de cinzas
como em pectina de bagago de maracuja (2%) (D’ADDOSIO et al., 2005) e em magca (1,51%)
(FERTONANI et al., 2006).

Os valores de contetdo de cinzas diferenciados encontrados no bacupari em relacéo a
literatura, podem ser explicados pelas diferencas na composicédo, estagio de maturacdo dos
frutos, caracteristicas da matéria-prima inicial e pela utilizacdo de diferentes métodos de
extracdo (MESBAHI; JAMALIAN; FARAHNAKY, 2005).

A formacgdo de complexo proteina-pectina altera as propriedades de geleificacdo.
Estudos recentes mostram que a utilizacdo de proteinas aumenta a geleificacdo (ZHANG;
HSIEH; VARDHANABHUTI, 2014). Varios autores também encontraram baixa quantidade
de proteina em pectinas (FERTONANI et al., 2006; LIANG et al., 2012).

Em relacdo ao peso molecular, foi utilizada a cromatografia liquida de exclusdo de

tamanho (SEC). De acordo com as analises por SEC pode-se determinar os pesos moleculares
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das pectinas nos seus diferentes processos de extracdo. Primeiramente, para a construcdo da
curva de calibragdo, foram utilizados os padrbes de polissacarideos P-400, P-200, P-100, P-
50, P-20, P-10, P5 e glicose com suas respectivas massas moleculares de acordo com a Tabela

2 0 que possibilitou a construcdo da curva polinomial de grau 3 mostrada na Figura 4.

Tabela 2 - Curva de calibracéo- padrdes de PULLULAN (polissacarideos) - Mix 1 e

Mix2
Padréao Peso molecular NUmero molecular TR (min)*
médio (Mw) médio (Mn)
P-400 366000 318000 12,40
P-200 210000 189000 13,08
P-100 113000 100000 14,50
P-50 48800 45500 15,76
P-20 21700 20000 17,05
P-10 10000 9200 18,04
P5 6000 5500 18,70
Glicose 180 165 21,46

* Cromatogramas MIX1 E MIX2.

Fonte: Dados da pesquisa
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Gréfico 1 - Curva de calibracéo: ajuste polinomial grau 3 da andlise por SEC
(cromatografia liquida de exclusdo de tamanho) de polissacarideos P-
400, P-200, P-100, P-50, P-20, P-10, P5 e glicose
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y=-0,0031x*+0,1336x%- 2,1674x + 17,765
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Fonte: Dados da pesquisa

Apos a analise cromatogréfica das amostras PA (PEC1,5), PN (PEC6,0) e PC (PECc)

(Graficos 2-6) suas massas foram estimadas pela utilizacdo da equacéo da curva, podendo ser

determinada os teores dos respectivos componentes presentes em cada tipo de pectina (Tabela
3).



Tabela 3 - Peso molecular médio dos picos nos cromatogramas

das amostras

PA
Peak RT Area %Ar Log(Mw) Mw

1 12,17 1213,96 84,55 5,99 386450
2 13,36 147,57 10,28 5,26 183205

3 14,39 74,21 5,17 5,00 100733
PN
Peak RT Area %Ar Log(Mw) Mw
1 11,23 2182,34 96,33 5,89 767559
2 12,80 83,14 3,67 5,41 257118
PC
Peak RT Area %Ar Log(Mw) Mw
1 10,14  63769,62 97,89 6,29 1956154
2 12,76  1362,07 2,09 5,42 263960

Fonte: Dados da pesquisa
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Cromatogramas:

Gréfico 2 - Cromatograma da andlise por SEC (cromatografia
liquida de exclusédo de tamanho) MIX1

PC/Chrom+ [version 4.2.0] - FILE: C:APWAANGPC jun134%0002 GPC junl3.pwd
Mame: mix1

Description:
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38 77 95 113 131 149 167 185 203 221 234
Imigction Time: 20 June 2013 at 13:15:58 [Active Status] Minutes

Type: AUTOIMJ  Injection Mumber: 2 Channel: Channel & Acguisition Rate: 4Hz

M ethiod File: C:APWASGPC jun13h0001 _GPC junl3.mth Baszeline naoize: [not calculated]
Standard File: [none] Sequence File: C:APWAMGPC jun1 3A\GPC junl3.zeg

Fonte: Dados da pesquisa
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Gréfico 3- Cromatograma da andlise por SEC (cromatografia
liquida de exclusdo de tamanho) da mixtura dos
polissacarideos P-400, P-200, P-100, P-50, P-20, P-10,
P5 e glicose.

PC/Chrom+ [version 4.2.0]1 - FILE: C:APWAAGPC jun1350003 GPC junl3.pwd
Mame: mix2
Description:
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Injection Time: 20 June 2013 at 14:30:42 [Active Statusz] Minutes

Type: AUTOIMJ  Injection Mumber: 3 Channel: Channel & Acqguisition Rate: 4Hz
M ethod File: C:\PWALNGPC jun1 340001 _GPC jun13.mth B aszeline noize: [not calculated)
Standard File: [naone] Sequence File: C:APWAAGPC jun135GPC junl3.zeq

Fonte: Dados da pesquisa
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Gréfico 4 - Cromatograma da andlise por SEC (cromatografia

liquida de exclusdo de tamanho) da pectina acida

(PA)(PECL,5)

PC/Chrom+ [version 4.2.0]1 - FILE: C:APWA4AGPC jun1350004 GPC junl3.pwd
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Mame: PA
Description:
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Iniection Time: 20 June 2013 at 15:06:27 [Active Status] Minutes
Tvpe: AUTOIMNJ  Injection Mumber: 4 Channel: Channel & Acguisition Rate: 4Hz
M ethod File: C:\PWALNGPC jun1 340001 _GPC jun13.mth B aszeline noize: [not calculated)
Standard File: [naone] Sequence File: C:APWAAGPC jun135GPC junl3.zeq
Fonte: Dados da pesquisa




Gréfico5- Cromatograma da analise por SEC (cromatografia
liquida de exclusédo de tamanho) da pectina comercial
(PC)(PECc)

PC/Chrom+ [version 4.2.0]1 - FILE: C:APWA4AGPC jun135\0005 GPC junl3.pwd
Mame: PN
Description:
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Imigction Time: 20 June 2013 at 15:40:59 [Active Status] Minutes
Type: AUTOIMJ  Injection Mumber: & Channel: Channel & Acguisition Rate: 4Hz

M ethiod File: C:APWASGPC jun13%0001 _GPC junl3.mth Baszeline naoize: [not calculated]
Standard File: [naone] Sequence File: C:APWAMGPC jun135GPC junl3.zeq

Fonte: Dados da pesquisa

Grafico 6 - Cromatograma da analise por SEC (cromatografia

liquida de exclusdo de tamanho)

PC/Chrom+ [version 4.2.0] - FILE: C:APWA4MGPC jun134%0008_GPC junl13.pw4
Mame: PC
Description:
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Twpe: AUTOIMJ  Injection Mumber: 8 Channel Channel & Acquizition R ate: 4Hz

M ethod File: C:APWAMNGPC jun1 30001 GPC junl3.mth Baszeline noize: [not calculated)
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A pectina comercial (PECc) possui a maior massa ou peso molar (Mw) (19 x10°) em
relacdo a pectina neutra (PECS6,0) (7,6 x10°) e 4cida (PECL1,5) (3,8 x10°). Referente ao teor de
fenolicos totais (TFT), a Pectina neutra (PEC 6,0) apresentou maior teor (24,04 mg/g) (Tabela
1). Quanto maior a massa molar (Mw) , maior sera a viscosidade da pectina dissolvida em
agua, alterando assim as propriedades e aplicagdes da pectina (KAR; ARSLAN, 1999;
MASUELLLI, 2011).

Os resultados obtidos estdo de acordo com as massas médias de pectinas descritos na

literatura.

6.1.1 Caracterizacao espectroscopica: Infravermelho (IV) e Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN)

Na caracterizacdo da estrutura das amostras obtida pelo espectro na regido do
infravermelho (1V), as pectinas apresentaram bandas de absorcdo fortes entre nas regides de
3600-3100 (v O-H), 1750 (v C=0 de éster), 1650 (v C=0 de 4cido) e 1300-1000 cm™ (v C-
0), sugerindo presenca de um componente de ésteres e acidos carboxilicos poliidroxilados,
além de bandas fracas de absorcdo em 2950-2880 (v C-H), 1470 e 1390 cm™ (8s C-H), que
caracterizam a natureza alifatica dessa substancia. Estes dados estdo de acordo com de outros

compostos pécticos descritos na literatura (TORRALBO et al., 2012).



Gréfico 7 - Espectro na regido do Infravermelho de PEC6,0 (pectina neutra) (KBr)
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Gréfico 8 - Espectro na regido do Infravermelho de PEC1,5 (pectina &cida) (KBr)
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Gréfico 9 - Espectro na regido do Infravermelho de PECc (pectina comercial) (KBr)

105 —

%T

831,32—
761,88—

688,59—

630,72—

1
916,19~

2935,66

1608,6
1232,51—

1147,65—_

1101,35—_

1263,37—~—
586,36—

958,62~
536,21—

3219,19

1049,28

3298,28
1078,21—
1012,63-"

1751,36

1
3431,36

-0 —

T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1750 1500 1250 1000 750 500
PIC_Comer 1/c

Fonte: Dados da pesquisa



47

Gréfico 10 - Sobreposicdo dops espectro na regido do Infravermelho de PEC6,0 (em
verde), PEC1,5 (em preto) e PECc (em vermelho) (KBr)
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Fonte: Dados da pesquisa

Os espectros obtidos por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) a 300 MHz quando
foi utilizado D,0O, foram muito semelhantes aos descritos na literatura para compostos
pécticos (PATRA et al., 2012). Além disto, foram utilizados dados de simulacéo para efeito
de atribuicdo parcial dos sinais de carbonos e hidrogénios. Como pode ser ilustrado nos
Gréficos 10 e 13 os espectro de RMN de *H das pectinas PEC 1,5 (pectina acida) e PEC 6,0
(pectina neutra) foram observados sinais, dentre os quais, um sinal indicativo do principal
composto identificado, um polissacarideo, de acordo com a observacdo do hidrogénio e
carbonos anoméricos H-1 e H-1" (d4 5,1 e 5,0). Verificaram-se também os sinais dos
hidrogénios ligados aos outros carbonos oxigenados entre 8y 4,2-3,2 (H-2, H-3, H-4 e H-5; H-
2’, H-3’, H-4’ e H-5"). Além disto, um dupleto (J= 6,0 Hz) em 6y 1,16 relativo a um residuo
de rhaminose (C-6, H3C-).
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Figura 5 - Software ChemDraw

Fonte: Do autor

Como pode ser ilustrado nos Gréficos 12 e 15 os espectros de RMN de *C das
pectinas PEC 1,5 (pectina &cida) e PEC 6,0 (pectina neutra) foram observados sinais de
carbonos anoméricos C-1 e C-1° (8¢ 110-110). Verificou-se também os sinais dos outros
carbonos oxigenados ligados entre 6¢ 83,0-68,0 (C-2, C-3, C-4 e C-5; C-2’, C-3°, C-4’ ¢ C-
5%), um sinal em &¢ 61,0 relativo ao residuo H3C-O (C-7’)(de éster), um sinal em &¢ 52,0 do
grupo acetila (C-7)(HsC-COO) e um sinal em &. 16,0 relativo a um residuo de HsC- de
rhaminose.

Estas observacdes puderam ser verificadas pelos mapas de correlagdes COSY (HxH)
(Gréficos 13 e 16) onde foram observadas as correlacbes H-1/H-2, H1°/H-2’, H-4/H-3, H-
3/H-4, H-2°/H-3" e H-5/H-6.

Para os derivados acetilados, além dos sinais caracteristicos da cadeia principal do
polissacarideo, foram observados os sinais em &y 2,7 e 2,9 dos grupos acetila nos espectros de
RMN de H (Graficos 17 e 18) e em 8¢ 21,0 no espectro de RMN de *C (Gréafico 19), além
das correlacbes no mapa de contornos COSY (Gréafico 20).

Outros experimentos de RMN deverdo ser realizados para que se tenha uma melhor
caracterizacdo estrutural das pectinas.

Simulacdes:
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Figura 6 - Simulagdo de RMN de *H utilizando o software ChemDraw
ultra 12.0.2.1076

CH
o - 3 2.21

Fonte: Do autor

Figura 7 - Simulagdo de RMN de **c utilizando o software ChemDraw
ultra 12.0.2.1076

CH3 21

\
(0] 7 CHz 55,

Fonte: Do autor



Experimentos de ressonancia magnética nuclear (rmn):
PEC 1,5 — Pectina 4cida. RMN de 'H

Graéfico 11 - Espectro de RMN de *H de PEC 1,5 (D,0, 300MH?z)
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RMN de *C

Grafico 12 - Espectro de RMN de **C de PEC 1,5 (D,O, 75 MHz)
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COSY (H,H)

Graéfico 13 - Mapa de contornos COSY (H,H) de PEC 1,5 (D,0, 300MHz)
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PEC 6,0 — Pectina neutra. RMN de ‘H

Grafico 14 - Espectro de RMN de *H de PEC 6,0 (D,0, 300MH?z)
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RMN de *C

Grafico 15 - Espectro de RMN de *C de PEC 6,0 (D,0O, 75 MHz)
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COSY (H,H)

Graéfico 16 - Mapa de contornos COSY (H,H) de PEC 6,0 (D,O, 300MHz)
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PEC1,5-AC — Pectina acida acetilada. RMN de H

Grafico 17 - Espectro de RMN de *H PEC1,5-AC (D,0, 300MH?z)
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PEC6,0-AC — Pectina neutra acetilada.RMN de *H

Grafico 18 - Espectro de RMN de *H de PEC6,0-AC (D-O, 300MHz)
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RMN de *C

Grafico 19 - Espectro de RMN de *C de PEC6,0-AC (D,0, 75 MHz)
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COSY (H,H)

Graéfico 20 - Mapa de contornos COSY (H,H) de PEC6,0-AC (D,0,

300MHz)
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Fonte: Dados da pesquisa

6.2 Avaliacédo da capacidade sequestrante de radicais DPPH

Foi observado que a pectina extraida em meio aquoso neutro (PEC 6,0) apresentou
uma capacidade sequestrante de DPPH maior na concentracdo de 400 [Jg/mL com valor de
40,47% (Grafico 20). Ja& a pectina extraida em meio aquoso acido (PEC 1,5) também
apresentou maior capacidade sequestrante de DPPH na concentragdo de 400 [lg/mL, porém
com um valor menor (33,23%) do que (PEC6,0) . Com relacdo a pectina comercial de citrus,
esta ndo apresentou capacidade sequestrante significativa (Grafico 20). O padrdo BHT
apresentou maior capacidade na concentragdo de 400 [1g/mL com valor de 89,3% e o acido

ascorbico resultou em capacidade proxima dos 99% em todas as concentragdes (Gréafico 20).
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Gréfico 21 - Avaliacdo da capacidade sequestrante de radicais DPPH em
compostos pécticos extraidos do epicarpo de G. brasiliensis
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Fonte: Dados da pesquisa

Apesar dos compostos pécticos do epicarpo de G. brasiliensis apresentarem baixa
capacidade sequestrante de DPPH em comparag&o com os padrées BHT e Ac.Ascorbico, tém
sido evidenciado atividades antioxidantes para a pectina na literatura. A adicdo de
oligossacarideos oriundos de pectina na dieta de camundongos obesos levou uma maior
atividade da enzima superdxido dismutase (SOD), além da diminuicdo da peroxidacéo
lipidica (LIU et al.,, 2010). Gan e Latiff (2011) e Patra et al. (2012) observaram uma
significativa capacidade sequestrante do radical DPPH pelas pectinas de mangostdo (Garcinia

mangostana) e feijdo (Phaseolus vulgaris L.) respectivamente.
6.3 Avaliacédo da atividade antimicrobiana

A pectina &cida (PEC 1,5) inibiu 50% do fungo C. albicans quando na concentracdo
de 1000 pg/mL. Os demais compostos ndo apresentaram atividade antimicrobiana para

nenhuns fungos testados (Tabela 4).
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Tabela 4 - Determinacdo dos valores de concentrac6es inibitérias do Fluconazol e
compostos pécticos em fungos

Fungos/ Substancia C. albicans C. tropicalis C. krusei
(ug/mL) ATCC10231 ATCC750 ATCC 6258
Fluconazol IC50 1 1 32
IC50 NC NC NC
PECS6,0
IC90 NC NC NC
IC50 1000 NC NC
PEC1,5
IC90 NC NC NC
IC50 NC NC NC
PECc
IC90 NC NC NC

IC50: inibicéo de 50% do crescimento; 1C90: inibicdo de 90% do crescimento; NC: nenhuma
das concentragdes avaliadas

Fonte: Dados da pesquisa

Na avaliacdo da atividade inibitoria de crescimento de bactérias, observou-se que a
pectina neutra e comercial (PEC 6,0; PECc) apresentaram uma inibicdo de 50% de
crescimento na concentragdo de 500 pg/ml. A pectina éacida apresentou também uma
atividade de inibicdo de 50%, porém em uma concentra¢do maior (1000 pg/mL) (Tabela 5).

Vale ressaltar que tanto para fungos, quanto para bactérias as concentracdes de
inibicdo de crescimento encontradas, foram bem superiores ao antifungico Fluconazol e ao

antibidtico Cloranfenicol (Tabela4e5).
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Tabela 5 - Determinacdo dos valores de concentraces inibitorias do
Clorofenicol e compostos pécticos em bactérias

Bactérias/Substancia S. aureus E. coli P. aeruginosa
(ng/mL) ATCC 6538  ATCC 25922 ATCC 27853
Cloranfenicol IC50 0,975 0,975 31,2
IC50 500 NC NC
PEC6,0
IC90 NC NC NC
IC50 1000 NC NC
PEC1,5
IC90 NC NC NC
IC50 500 NC NC
PECc
IC90 NC NC NC

IC50: inibigdo de 50% do crescimento; 1C90: inibi¢do de 90% do crescimento; NC: nenhuma das
concentrac@es avaliadas
Fonte: Dados da pesquisa

Apesar de ndo ocorrer uma atividade antimicrobiana marcante entre 0s compostos
pécticos de G. brasiliensis e a pectina comercial de citrus, tem-se verificado na literatura a
utilizacdo de pectinas e seus oligossacarideos em produtos de preservacdo de alimento com
intuito de aumentar a capacidade bactericida contra a E. coli (LI et al., 2013).
Homogalacturonanos isolados de folhas de Plantago major (tanchagem) mostraram eficacia
contra infeccdo por Streptococcus pneumoniae em ratos (HETLAND et al., 2000).

Poucos estudos envolvendo atividade antimicrobiana e pectina vem sendo
desenvolvidos, porém outros carboidratos como quitina e quitosana tem-se mostrado como
potentes antimicrobianos (ALBUQUENQUE et al., 2010; JAYAKUMAR; et al., 2007).

6.4 Avaliacdo da atividade anti-inflamatoria

O Gréfico 22 apresenta o resultado do teste de edema de pata induzido por
carragenina. Nele pode-se observar que a pectina &cida nas doses de 10 e 30 mg/kg inibiu em
32 e 27% respectivamente 0 edema da pata na segunda hora em relagdo ao grupo controle
negativo. Na terceira hora o edema foi reduzido em 23, 22 e 18% para as doses de 10, 30 e
100 mg/kg, respectivamente (p<0,0001, Newman-Keuls). A indometacina (controle positivo)
foi capaz de inibir o processo inflamatorio em 43% na terceira hora (p<0,0005, Newman-

Keuls), mantendo-se distinta em todas as horas analisadas.
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Grafico 22 - Efeitos da administracéo da pectina &cida extraida do epicarpo de G.
brasiliensis (10, 30 e 100 mg/kg, p.0.) ou indometacina (10 mg/kg, p.0.) no
edema de pata induzido pela injecdo intraplantar de carragenina (40
pL/pata; 2% p/v). Cada ponto representa a media £E.P.M. de oito
animais. Os asteriscos denotam o nivel de significancia, quando

comparado com o grupo controle: ** P <0,01; *** P <0,001
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Fonte: Dados da pesquisa

O Grafico 23 mostra que a pectina neutra foi capaz de inibir o processo inflamatoério
no edema de pata induzido por carragenina na segunda hora em 43% nas doses de 10 e 100
mg/kg e a dose de 10 mg/kg inibiu em 35% o edema (p<0,0001, Newman Keuls), na terceira
hora a pectina neutra foi capaz de inibir 29, 33 e 34% o processo inflamatorio (10, 30 e 100
mg/kg, respectivamente; p<0,002; Newman Keuls) em relacdo ao grupo controle negativo,
mantendo-se distinta na quarta hora analisada. O controle positivo (indometacina) apresentou
reducdo significativa em 22, 48, 40 e 45% na primeira, segunda, terceira e quarta horas,

respectivamente do experimento.
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Gréfico 23 - Efeito da administracdo da pectina neutra extraida do epicarpo de G.
brasiliensis (10, 30 e 300 mg/kg, p.0.) ou indometacina (10 mg/kg, p.o.)
no edema de pata induzido pela injecéo intraplantar de carragenina
(40 pL/pata; 2% p/v). Cada ponto representa a média £E.P.M. de oito
animais. Os asteriscos denotam o nivel de significancia, quando

comparado com o grupo controle: * P<0,05; ** P <0,01
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Fonte: Dados da pesquisa

O Gréafico 24 mostra que a pectina comercial foi capaz de inibir o processo
inflamatorio no edema de pata induzido por carragenina em 51% nas doses de 10 e 30 mg/kg
(respectivamente) e 47% na dose de 100 mg/kg na segunda hora (p<0,0001, Newman Keuls).
Na terceira hora a pectina comercial foi capaz de inibir 60, 54 e 47% o processo inflamatério
(10, 30 e 100 mg/kg, respectivamente; p<0,002, Newman Keuls) em relacdo ao grupo
controle negativo. O controle positivo (indometacina) apresentou reducéo significativa em 58,
49 e 57% na segunda, terceira e quarta horas (respectivamente) do experimento.
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Gréfico 24 - Efeito da administracdo da Pectina comercial (10, 30 e 100 mg/kg, p.0.) ou
indometacina (10 mg/kg, p.o.) no edema de pata induzido pela injecéo
intraplantar de carragenina (40 pL/pata; 2% p/v). Cada ponto representa a
média +E.P.M. de oito animais. Os asteriscos denotam o nivel de
significancia, quando comparado com o grupo controle: *P<0,05; ** P
<0,01; *** P <0,001
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Fonte: Dados da pesquisa

A resposta edematogénica é um dos sinais da resposta inflamatdria decorrente do
aumento da permeabilidade vascular, que ocorre na microcirculacdo, devido a acdo dos
mediadores liberados (MOREIRA et al., 2008a). A carragenina é um polissacarideo extraido
de algas que induz resposta inflamatéria local mensuréavel. E o modelo de edema de pata mais
utilizado para avaliar efeito antiinflamatério de drogas, geralmente quantificado por
plestimémetro (SANTA-CECILIA et al., 2011). Apresenta duas fases inflamatérias e uma
terceira ndo caracteristica. Na primeira hora, logo apos injecdo da carragenina, ha aumento da
permeabilidade vascular mediada por histamina e serotonina. Na segunda hora o aumento da
permeabilidade é ocasionado por cininas. Na terceira hora o aumento da permeabilidade
vascular ocorre devido agdo das prostaglandinas (DI ROSA; GIROUD; WILLOUGHBY,
1971).

A administracdo de carragenina (0,4uL a 2%) nas patas dos camundongos induziu
edema de forma gradual, mensuravel a partir da primeira hora apds sua inducdo. O tratamento

com a pectina (&cida, neutra e comercial) inibiu 0 edema na terceira hora, sendo similar a do
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grupo tratado com indometacina, 0 que sugere um mecanismo de acdo baseado no
envolvimento de metabdlitos do &cido araquidénico (DI ROSA; GIROUD; WILLOUGHBY,
1971).

Estudos da atividade antiinflamatodria da pectina tém sido bem relatados utilizando-se
varios modelos. Corroborando com nossos dados, Popov et al. (2007a) verificaram uma
reducdo da inflamacdo quando foi administrado (via oral) a pectina de Rauvolfia callus. A
capacidade da pectina da graviola (Apium graveolens) em prevenir a inflamacédo foi positiva
em modelo choque séptico (OVODOVA et al., 2009; POPOV et al., 2007b). Similarmente a
indometacina, a pectina do maracuja reduziu significativamente o edema de pata induzido por
carragenina em camundongos diabéticos, com reducdo da migracdo de neutréfilos e

subsequente maior preservacao do tecido (SILVA et al., 2011).
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7 CONCLUSAO

Neste trabalho foram empregados dois metodos para a extracdo da pectina da G.
brasiliensis, sendo um em meio neutro e outro em meio acido. Observou-se que o processo de
extracdo influenciou nas propriedades quimicas e bioldgicas das pectinas do bacupari, sendo
ainda mais vantajoso o método onde se emprega 0 meio neutro. Neste sentido, a pectina
neutra (PEC 6,0) apresentou alto teor de metoxilacdo (MEO) e alto grau de esterificacdo
(DE), além de maior massa molecular (Mw) em relacdo a pectina acida (PEC 1,5). Estes
fatores levam a uma maior viscosidade da pectina dissolvida em agua, alterando assim as
propriedades e aplicacbes da pectina. As pectinas extraidas do bacupari € a comercial ndo
apresentaram uma atividade antimicrobiana significativa contra os microrganismos avaliados,
entretanto, novos derivados contendo grupos substituintes diferentes poderdo conduzir a
compostos com tal atividade.

As pectinas extraidas demonstraram atividade antiinflamatéria significativa, quando
testados em in vivo no modelo de edema de pata induzido por carragenina, 0 que sugere sua
utilizacdo como antiinflamatdrio, abrindo novas perspectivas na aplicacdo de novos agentes
antiinflamatérios oriundos de compostos pécticos.

Os espectros na regido do infravermelho e RMN séo similares aos descritos na
literatura, porém, uma analise mais minuciosa esta sendo feita a fim de se detectar possiveis
variacGes estruturais que expliquem as diferencas nas atividades antiinflamatdrias e
caracteristicas quimicas analisadas. Entretanto, nota-se que, a extracdo exaustiva com etanol
antes da extracdo da pectina dos frutos de bacupari ndo retirou todos os compostos fenolicos
do pericarpo, levando a uma pectina com maior teor de compostos fendlicos (TFT) e
apresentou maior capacidade sequestrante de radical livre DPPH.

Este estudo abre perspectivas para a busca de novas pectinas naturais e

desenvolvimento de novos farmacos com potencial para controle de processos inflamatérios.
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