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RESUMO

Physalis peruviana (Familia Solanaceae) € uma planta medicinal frutifera, originaria
dos Andes e é produzida em diversos paises, incluindo o Brasil. Seus frutos séo
amplamente utilizados na culinaria. Além disso, esta planta apresenta propriedades
medicinais, as quais estdo relacionadas com a presenca de compostos do
metabolismo secundério, como fendlicos e terpenos. Em relacdo a compostos do
metabolismo primario, como polissacarideos e glicoconjugados (arabinogalatana-
proteinas, AGPs), presentes nos frutos desta espécie, poucas informagfes estao
descritas na literatura, tanto em relacdo as suas carateristicas quimicas como
propriedades biologicas. O presente trabalho teve como objetivo geral: obter,
caracterizar e investigar as propriedades imunomoduladora e antioxidante - in vitro de
fracbes polissacaridicas presentes em frutos de Physalis peruviana. Os frutos inteiros
de P. peruviana foram submetidos a dois métodos de extracdo. O primeiro método,
denominado de “A”, consistiu no tratamento com metanol : agua para a inativacao das
enzimas e posterior secagem. O segundo método, denominado de “A (2)”, a inativagao
enzimética ndo foi realizada, sendo o material submetido diretamente a secagem.
Depois da remocédo de lipideos e pigmentos, o material foi submetido a extragdes
sequencias: aquosa a temperatura ambiente [FracBes 1A, 2A, 1A(2), e 2A(2)] e a 60
°C [Fragbes 3A, e 3A(2)], com &cido citrico 0,1% (m/v) a 60 °C [Fracbes 4A e 4A(2)] e
em banho fervente [Fragdes 5A e 5A(2)], com &cido citrico % (m/v) a 60 °C [Fracdes
6A(2)] e em banho fervente [Fracdo 7A(2)], com &cido citrico 2,5% (m/v) a 60 °C
[Fracdo 8A(2)] e em banho fervente [Fragédo 9A(2)], com acido citrico 5% (m/v) a 60 °C
[Fracdo 10A(2)] e em banho fervente [Fragdo 11A(2)], com hidréxido de sédio (NaOH)
a 2 M [Fracdo 12A(2)], e (h) com hidréxido de sodio (NaOH) a 4 M [Fragédo 13A(2)]. As
fracbes obtidas foram submetidas a diferentes andalises colorimétricas,
cromatogréficas, espectrométricas e espectroscépicas. De acordo com os resultados
obtidos, o procedimento de inativagdo enziméatica influenciou o conteido de AGPs e
na presenca de carboxilas esterificadas. Os resultados obtidos mostraram que as
fracOes obtidas nas extracdes aquosas e com &cido citrico apresentam caracteristicas
de polissacarideos pécticos, apresentando como principais monossacarideos, acido
urbnico, Gal e Ara. As fracdes obtidas nas extragBes alcalinas apresentam
caracteristicas de polissacarideos do tipo hemicelulose. A analise de RMN da fracdo
1A sugere a presenca de assinalamentos caracteristicos para polissacarideo do tipo
ramnohomogalaturonana esterificada. A atividade biolégica da fracdo 1A foi avaliada in
vitro através do efeito exercido sobre cultura de macréfagos peritoneais de
camundongos. Esta fracdo ndo apresentou citotoxicidade no teste do MTT e nem
influenciou na produgé@o de NO em nenhuma das condigfes testadas. Porém provocou
ativacdo de macrofagos, verificado pela avaliagdo morfologica e também em relacdo a
producdo de IL6 e IL10. A atividade antioxidante das fracdes testadas [1A, 3A, 5A, 1A
(2), 3A (2), 5A (2), 7A (2), 9A (2), 11A (2) e 12A (2)] foi baixa, quando comparada com
padrBes comerciais, para os métodos testados independente do tipo de polissacarideo
presente nas fragdes. O melhor resultado foi obtido no teste das substancias reativas
ao acido tiobarbitdrico (TBARS), onde a média de atividade foi de 35%. Nas condi¢des
testadas, as propriedades imunomoduladoras e antioxidantes das fracfes
polissacaridicas dos frutos parecem nao ter uma influéncia significativa nas
propriedades terapéuticas desta espécie.

Palavras chave: Physalis peruviana, pectina, atividade antioxidante, atividade
imunomoduladora.



ABSTRACT

Physalis peruviana (Family Solanaceae) is a medicinal plant, native to the Andes and
is produced in several countries, including Brazil. Its fruits are widely used in cooking.
In addition, this plant has medicinal properties, which are related to the presence of
secondary metabolism compounds such as terpenes and phenolic. In respect of
primary metabolism compounds such as polysaccharides and glycoconjugates
(arabinogalatana-protein, AGPs), present in fruits of this species, few information are
described in the literature, both in relation to their chemical characteristics as to the
biological properties. The aim of the present work is obtain, characterize and
investigate the in vitro immunomodulary and antioxidant properties of the
polysaccharide fractions present in fruit of Physalis peruviana. The fruits of P.
peruviana were submitted to two extraction methods. The first method, called "A",
consisted in the treatment with methanol: water for the inactivation of enzymes. The
second method, called "the A(2)", the enzymatic inactivation was not performed, being
the material submitted directly to drying. After removal of lipids and pigments, the
material was subjected to sequential extractions: aqueous at room temperature
[Fractions 1A, 2A, 1A (2), and 2A (2)] and the 60° C [Fractions 3A, and 3A (2)], with
citric acid 0.1% (w/v) at 60° C [Fractions 4A and 4A (2)] and in boiling water [Fractions
5A and 5A (2)], with citric acid 1% (m/v) 60° C [Fractions 6A (2)] and in boiling water
[Fraction 7A (2)], with citric acid 2.5% (m/v) 60° C [8A Fraction (2)] and in boiling water
[Fraction 9A (2)]citric acid with 5% (m/v) 60° C [Fraction 10A (2)] and in boiling water
[Fraction 11A (2)], with sodium hydroxide (NaOH) to 2 M [Fraction 12A (2)], and (h)
with sodium hydroxide (NaOH) to 4 M [Fraction 13A (2)]. The fractions obtained were
subjected to different colorimetric, chromatographic, spectroscopic and
spectrophotometric analyses. According to the results, the enzymatic inactivation
procedure influenced the contents of AGPs and in the presence of the esterified
carboxyl. The results showed that the fractions obtained in aqueous and with citric acid
extractions presented characteristics of pectin-type polysaccharides. These fractions
were composed mainly by uronic acid, Gal and Ara. The fractions obtained in the
alkaline extraction presented characteristics of hemicellulose-type polysaccharides.
NMR analysis of fraction 1A suggests the presence of signals characteristics to
rhamno-homogalaturonan-type polysaccharide. The in vitro biological activity of the
fraction 1A was evaluated by using the culture of murine peritoneal macrophages. This
fraction showed no cytotoxicity in MTT test nor influenced in NO producing at
conditions tested. However, the fraction 1A caused activation of macrophages, verified
by morphological evaluation and also for the production of IL6 and IL10. The
antioxidant activity of the fractions tested [1A, 3A, 5A, 1A (2), 3A (2), 5A (2), 7A (2), 9A
(2), 11A (2) and 12A (2)] was low, when compared with commercial standards, for the
methods tested regardless of the type of polysaccharide present in fractions. The best
result was obtained in the test of the thiobarbituric acid reactive substances (TBARS),
where the average activity was of 35%. At conditions tested, the antioxidant and
immunomodulatory properties of polysaccharide fractions of the fruits do not seem to
have a significant influence on the therapeutic properties of this species.

Key-words : Physalis peruviana, pectin, antioxidant, immunomodulatory.
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1INTRODUCAO

As plantas medicinais sdo utilizadas como forma terapéutica para o
tratamento de doencas por diversas sociedades antigas, como por exemplo, as
populacdes indigenas, chinesas e indianas (FOGLIO et al., 2006). Nos dias de
hoje, cerca de 30% dos medicamentos produzidos sdo de origem vegetal. No
entanto, ainda h& uma grande variedade de plantas conhecidas
comomedicinais que sao utilizadas na medicina tradicional e que ndo foram
estudadas e podem apresentar uma atividade significativa no combate a
doencas (FOGLIO et al., 2006), assim como podem gerar efeitos adversos
como por exemplo, alergias (JUNIOR, PINTO e MACIEL, 2005). Outro fato
bastante importante é que a utilizacdo tradicional das plantas nem sempre
condiz com o seu efeito encontrado através de pesquisas cientificas (FOGLIO
et al., 2006).

As plantas medicinais servem como fonte de matéria prima
farmacéutica, gerando ndo s6 os farmacos isolados (FOGLIO et al., 2006)
como também produtos elaborados exclusivamente a base de vegetais bem
como adjuvantes que séo produtos utilizados na formulagcdo de medicamentos
(SIMOES e SCHENKEL, 2002).

Estas plantas apresentam compostos ativos responsaveis pelas
atividades biologicas, tais como os compostos fendlicos, terpenos, saponinas,
lectinas, peptideos, polissacarideos entre outras (NUNES-PINHEIRO et al.,
2003). Dentre os polissacarideos, extraidos de plantas, que apresentaram
atividade biolégica destaca-se as pectinas.

As pectinas correspondem a um conjunto de polissacarideos acidos
localizados na parede celular vegetal. Sua fungéo no vegetal é a de promover a
troca de nutrientes e, em conjunto com outras moléculas, manter a flexibilidade
ou rigidez da planta, além de possuir atividade de protecdo contra patdgenos
invasores (DAAS, et al., 1999).

As pectinas apresentam algumas propriedades medicinais conhecidas,
como por exemplo, a atividade gastroprotetora e acao imunomoduladora,

envolvendo ac¢des anticarcinogénicas e antimetastatica (OVODOV, 2009).



Outro composto ativo com propriedades medicinais presente nas plantas
medicinais € a arabinogalactana-proteina (AGP). Este composto representa
menos de 10% da matriz da parede celular da planta e apresenta fungbes
diversificadas no vegetal. Dentre estas funcbes estdo o crescimento e a
diferenciacao das plantas (KREUGER e HOLST, 1996; CLASSEN, et al., 2006;
LI, et al., 2013), as interacOes especificas com outras moléculas, a funcdo
informacional, a capacidade de reter agua, além de funcionarem de maneira
analoga aos glicosaminoglicanos animais, moléculas de reconhecimento
celular (FINCHER, STONE e CLARKE, 1983).Como ja mencionado, as
arabinogalactanas-proteinas de diversas fontes vegetais tem apresentado
propriedades medicinais, tais como ativagao do sistema complemento (ALBAN
et al., 2002; LENZI et al., 2013), atividade imunomoduladora (CLASSEN, et al.,
2006) entre outras.

Physalis peruviana é uma planta medicinal frutifera promissora,
principalmente para pequenos produtores, devido ao seu baixo custo de
implantacdo, bom retorno econdmico em curto prazo, boa adaptacdo as
condicBes ambientais, possibilidade de cultivo no sistema organico e demanda
maior do que a oferta (MUNIZ, 2011). A planta € originaria dos Andes e
produzida em diversos paises, entre eles o Brasil. Seus frutos sdo amplamente
utilizados na culindria no preparo de doces, bolos, tortas e saladas
evidenciando seu alto poder econébmico (RAMADAN e MOERSEL, 2007). Esta
planta, incluindo todos os seus 6rgdos como os frutos, as folhas e raizes,
apresenta diversas propriedades medicinais, tais como: atividades
antiasmatica, diurética e antisséptica, usada para fortificar o nervo éptico, no
tratamento de infeccbes de garganta e na eliminacdo de parasitas intestinais
(RAMADAN e MOERSEL, 2007), antiespasmadico, sedativo, analgésico e
antidiabético (PUENTE et al., 2011).

Com relacdo aos compostos presentes nesta planta, os compostos
fendlicos e terpenos, derivados do metabolismo secundario, sdo responsaveis
por parte de suas propriedades medicinais. Estes compostos, além de
conferirem a planta a sua propriedade antioxidante, sdo responsaveis pelo
aroma, cor e sabor do fruto (SEVERO, 2012). Outro composto importante
encontrado somente neste género (Physalis) € o pseudo-esteroide fisalina.

Este composto isolado apresentou atividade antinflamatoria in vitro (PUENTE



et al., 2011). Os vitanolidos séo lactonas esteroidais encontrados na familia
Solanaceae que apresentaram diversas propriedades medicinais atuando como
protetora contra Insetos e microorganismos, antitumoral, hepatoprotetora e
imunomoduladora (AHMAD et al., 1999). Entretanto, em relagdo aos
polissacarideos e AGPs provenientes dos frutos desta espécie poucas
informacdes estdo descritas na literatura, tanto em relagdo as suas

carateristicas quimicas como propriedades biologicas.

1.1 JUSTIFICATIVA

As plantas medicinais sdo extensivamente utilizadas para o tratamento de
diversas doencas. No entanto pouco se sabe sobre 0s compostos vegetais
ativos que as comp0fe. Estes compostos podem agir de maneira benéfica
proporcionando um tratamento para doencas de diversas magnitudes, desde
as corriqueiras até as mais agressivas como, por exemplo, o cancer. Contudo,
estes mesmos compostos podem agir de maneira contraria e causar toxicidade
prejudicial a quem os utiliza.

Dentre 0os compostos ativos presentes nestas plantas, as pectinas e as
AGPs sdo exemplos de compostos que apresentamatividade biologica. Estes
compostos ativos pode atuar no sistema imunoldgico, modulando-o e também
possuir atividades antioxidantes promovendo a captura ou neutralizacdo de
radicais livres.

Assim sendo sabe-se que polissacarideos e AGPs podem ser extraidos de
diversas plantas e possuem propriedades medicinais. Estes compostos podem
ser extraidos de uma ampla quantidade de plantas medicinais ainda nao
exploradas que apresentam importancia econdmica, nutracéutica e social. Uma
destas plantas é a P. peruviana, que poOsSSui compostos como 0S
polissacarideos e as AGPs na constituicdo de seus frutos e que ainda nao
foram analisados. Portanto, torna-se relevante a determinacdo das
caracteristicas quimicas e as ac¢des antioxidantes e imunomoduladoras desses
compostos e a relagdo com as propriedades medicinais relatadas para esta

espécie.



1.2 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo geral: obter, caracterizar e

investigar as propriedades imunomoduladora e antioxidante - in vitro de fracdes

polissacaridicas presentes em frutos de Physalis peruviana.

1.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os obijetivos especificos foram:

Obter as fracBes polissacaridicas através de extracdes aquosas, citricas
e alcalinas em diferentes condicGes experimentais;

Caracterizar a estrutura quimica parcial das fracdes escolhidas, através
de métodos quimicos e fisicos;

Investigar a atividade imunomoduladora in vitro das fracdes
polissacaridicas utilizando como modelo experimental olavado peritoneal
de camundongos Swiss;

Verificar a atividade antioxidante in vitro das fracfes polissacaridicas
pelos métodos da formac&o do complexo fosfomolibdénico, quelacéo de
ferro e lipoperoxidacdo (TBARS);

Verificar a influéncia da inativacdo enzimatica na obtencdo e
caracterizacdo dos polissacarideos, bem como, na atividade
antioxidante;

Contribuir com o conhecimento cientifico sobre as propriedades
biolégicas dos componentes bio-ativos presentes na espécie

P.peruviana.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 PLANTAS MEDICINAIS E SEUS USOS NA MEDICINA TRADICIONAL

As plantas medicinais compreendem um vasto grupo de
aproximadamente 8000 espécies conhecidas (SATI et al., 2010). Sao
consideradas plantas medicinais aquelas que exercem acgdo farmacolédgica
independente da forma como € administrada, utopica ou via oral (FOGLIO et
al., 2006). Estas plantas vém sendo utilizadas a milhares de anos pela
medicinal tradicional com o objetivo de manter a saude, prevenir, e tratar
doencas fisicas e mentais (WHO, 2014). Tal conhecimento deve-se a
observacédo e ao instinto humano e animal que possibilitou a distingdo entre as
plantas que poderiam servir como alimento, daquelas que serviriam como
medicamento ou que seriam venenosas (KUNZ, 2006).

O uso destas plantas pela populacdo mundial é vasto e amplamente
utiizado como uma terapia complementar a medicina convencional
(MARCHESE et al., 2009). Em paises subdesenvolvidos ou em
desenvolvimento, a utilizacdo das plantas é, muitas vezes, a Unica fonte de
tratamento de doencas devido ao baixo custo, a larga distribuicdo e o féacil
acesso (FACHINETO e TEDESCO, 2009). Até o século XX, as plantas
medicinais constituiam boa parte do tratamento, sendo sua utilizacdo diminuida
no final do século XIX, quando o desenvolvimento de medicamentos tornou-se
acelerado. No entanto, ainda hoje, cerca de 30% dos medicamentos prescritos
sdo de origem vegetal e destes, a maioria dos estudos que comprovam as
atividades destas plantas, sdo de origem chinesa, coreana e japonesa
(FOGLIO et al., 2006).

As plantas medicinais podem ser classificadas de acordo com a forma
como sao empregadas na terapia, comecando pelas plantas que sao utilizadas

de maneira direta na forma de chas ou infusbes, seguidas pelas que sdo



usadas como matéria prima e por ultimo, as que sdo empregadas na industria
na obtencao de principios ativos isolados (FOGLIO et al., 2006).

Apesar de serem extensamente utilizadas, pouco se sabe sobre estas
plantas do ponto de vista cientifico. Uma planta pode conter centenas de
compostos vegetais ativos que quando isolados podem agir tanto de maneira
benéfica no tratamento de doencas, desde as corriqueiras até as mais
agressivas como o cancer, como também, podem apresentar efeitos toxicos.
Por isso, faz-se necessario o estudo da acdo destes compostos para
comprovar a sua eficacia e a dose necessaria para que nao haja uma
intoxicacdo (BRANDAO, 2010).

2.2 COMPOSTOS VEGETAIS ATIVOS

Os compostos vegetais podem ser divididos em dois grandes grupos: 0s
metabolitos primérios, ou também conhecidos como essenciais e o0s
metabdlitos secundarios ou especiais (BRANDAO, 2010).

O metabolismo primério de uma planta € aquele que envolve 0s seus
processos vitais, como por exemplo, a fotossintese, a respiracdo celular, o
transporte de solutos. Os metabdlitos envolvidos nestes processos sao
distribuidos na planta como um todo. Dentre eles estdo os aminoacidos,
carboidratos, nucleotideos, lipideos, clorofila, citocromos, intermediarios das
vias anabdlicas e catabélicas (ALDRED, 2009; BRANDAO, 2010).

Os metabdlitos secundarios sdo aqueles produzidos a partir dos
priméarios, geralmente possuem estrutura complexa, baixo peso molecular e
atividade biolégica marcante. Estes metabdlitos sdo encontrados em
quantidades relativamente baixas e em grupos restritos de plantas (BRANDAO,
2010). Acredita-se que a sua funcao esteja relacionada com a reproducédo
vegetal com a interacdo da planta com o ambiente, atuando na sua defesa
contra microorganismos invasores e ainda com a atragdo de polinizadores
(TAIZ e ZEIGER, 2006; BRANDAO, 2010).

Dentre o0s metabdlitos primarios, as pectinas sdo exemplos de

polissacarideos que apresentam atividades biolégicas. Estes compostos



podem modular o sistema imunoldgico, interferindo na atuacdo de macrofagos,
além de possuir atividades antioxidantes (SRIAMORNSAK, 2003; PAULSEN e
BARSSET, 2005; OVODOV, 2009).

2.2.1 PECTINAS

Pectina € o termo utilizado para definir uma mistura complexa de
polissacarideos encontrados na parede celular de plantas superiores
(SRIAMORNSAK, 2003; PAULSEN e BARSSET, 2005; OvVODOQV, 2009). A
estrutura das pectinas € dificil de ser determinada, pois ela muda de acordo
com o desenvolvimento da planta, na forma de estocagem e com o
processamento do material, e, além disso, impurezas podem se associar aos
compostos da planta(SRIAMORNSAK, 2003).

As pectinas pertencem ao grande grupo dos polissacarideos acidos cuja
cadeia principal é formada por unidades deéacido galacturdnico (GalA) 1,4-
ligadas com diferentes ramificagdes constituidas por arabinose (Ara),galactose
(Gal), xilose (Xyl) e ramnose (Rha) na maioria dos casos (SRIAMORNSAK,
2003; OVODOV, 2009). O GalA compreende aproximadamente 70% dos
polissacarideos que compdem a pectina (MOHNEN, 2008).A Rha é o
monossacarideo presente em menor escala na cadeia principal e a sua funcao
€ de promover uma torcdo na mesma. Além disso, estes polissacarideos
possuem grupamentos carboxil que podem ser naturalmente metil
esterificados. DifracBes de raio X mostraram que as pectinas formam hélices
com trés subunidades de GalA por volta, com um periodo de identidade de
1,31nm e a volta é realizada para a direita. Entretanto, a forma como estas
hélices sdo arranjadas se difere de pectina para pectina (SRIAMORNSAK,
2003).

As pectinas podem ser classificadas de acordo com a sua estrutura em
guatro grandes grupos (FIGURA 1). as homogalacturonanas (HG),
rhamnogalacturonanas tipo | (RG-I) e tipo Il (RG-IlI) e as xilogalacturonanas
(XGA).



XGA HG
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FIGURA 1 -REPRESENTAGAO ESQUEMATICA DOS DIFERENTES TIPOS DE PECTINAS
FONTE: MOHNEN, 2008



As HG sdo os polissacarideos pécticos mais abundantes. Este tipo
depectina é um polimero homogéneo formado por GalA com ligacdo a(1—4).
Estesunidades podem estar 1,2-ligadas com uma ou duas unidades de a-L-
ramnopiranoses (MOHNEN, 2008; OVODOV, 2009). Algumas HG tem
mostrado cerca de 100 residuos de GalA seguidos, no entanto, em algumas
regibes mais curtas foram identificados outros monossacarideos pécticos
(MOHNEN, 2008).

As heterogalacturonanas se diferem no grau de ramificacdo e nos
residuos presentes no polimero representando de 20 a 30% dos
polissacarideos que compde as pectinas. As RG-| sdo variadas nos diferentes
tipos de pectina, porém todas sdo constituidas por uma cadeia principal que
alterna unidades de GalA 1,4-ligadas e unidades de Rha 1,2-ligadas, sendo
estas Ultimas parcialmente substituidas por unidades de Gal 1,4-ligadas. Estes
polissacarideos podem apresentar cadeias laterais compostas por
arabinogalactanas (OvVODOV, 2009, MOHNEN, 2008).

A RG-Il é o componente encontrado em menor quantidade na parede
celular (aproximadamente 10%) e ¢é diferenciado pela sua estrutura
extremamente complexa. No entanto, sabe-se que possui uma funcgéo
essencial na arquitetura da parede celular. Além disso, a estrutura basica
descrita para as RG-Il € conservada entre as espécies 0 que também evidencia
sua importancia funcional na planta. E uma estrutura resistente & acédo de
endopoligalacturonases e frequentemente é isolada de pectinas apds a acao
desta enzima (OVODOV, 2009, MOHNEN, 2008). Sua cadeia principal é
formada por oito ou mais unidades de GalA 1,4-ligadas e as cadeias laterais
podem possuir até 12 unidades diferentes e mais de 20 tipos de ligacGes
glicosidicas. Monossacarideos como GalA, Rha, Gal, Ara, Xyl, glucose (Glc),
fucose (Fuc),manose(Man) e acido glucurbnico (GIcA) sdo comumente
identificados. Entretanto, também €& comum encontrar unidades de
monossacarideos incomuns, como por exemplo, apiose, monossacarideos
naturalmente metilados como 2-O-metil-fucose, 2-O-metil-xilose, e ainda
compostos como o DHA (acido 3-desoxi-D-lixo-2-heptulosarico), AceA (Acido
acérico) e KDO (&cido 3-desoxi-D-mano-octulosonico) (FIGURA 2) e boro. Com
a presenca de boro, h4 a formacdo de ésteres de borato-diol que promovem

um cross-link e a consequente formacgéao de dimeros de RG-II. Os dimeros sé&o
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ligados pela apiose f1,3-ligada e representam um importante papel no
crescimento da planta, uma vez que estudos comprovam que mutacdes que
causam a diminuicdo da dimerizagdo da RG-Il provocam um déficit no
crescimento. A RG-Il tem a capacidade de se acumular em polpas de frutos,
sendo importante na producdo dos mesmos. (OVODOV, 2009, MOHNEN,
2008)

O H O
~_ —
COOH HQ7H.OH CH,OH OH

HC H
OH OH OH
AceA D-Api
CHOH HOOC
OH{—OH OH |,
0 V-0
_COOH %,.—LUUH
HO HO
OH OH
KDO DHA

FIGURA 2 - ESTRUTURAS DOS COMPOSTOS ACEA, APIOSE, KDO E DHA
ENCONTRADOS NAS RG-lI.
FONTE: OVODOQV, 2009.

A XGA é uma HG O-3 substituida com uma Xyl 1,3-ligada. Este tipo de
polissacarideo péctico € mais frequentemente encontrado em tecidos do
sistema reprodutor das plantas, no entanto, também esta presente em caules e
folhas do género Arabidopsis. O estudo dos genes que realizam a biossintese
de XGA demonstrou que em resposta aos patdégenos a sua producdo é
aumentada sugerindo que esta pectina é responsavel por tornar as HG mais
resistentes as endopoligalacturonases produzidas durante o ataque de
patdogenos (MOHNEN, 2008).

As funcbes das pectinas nas plantas sdo extensas, participando do
crescimento das plantas, seu desenvolvimento, na morfogénese, na defesa, na
adesao célula-célula, atuando na estrutura, na sinalizacdo, na expansao
celular, na porosidade da parede, na quelacdo de ions, nos fatores de

crescimento e enzimas, no crescimento do tubo polinico, na hidratacdo das
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sementes, na abscisdo das folhas e no desenvolvimento do fruto (MOHNEN,
2008).

Estes polissacarideos pécticos sdo altamente sollveis em &gua.
Pectinas liofilizadas, quando em contato com a agua tendem a hidratar
rapidamente formando pequenos grumos que solubilizam lentamente. Em
relacdo a sua viscosidade, a maioria das pectinas apresenta um
comportamento  Newtoniano, porém, em altas concentragbes, este
comportamento passa a ser pseudoplastico. Assim como a solubilidade esta
relacionada com amassa molecular, com o grau de esterificacdo e com o pH, a
viscosidade também apresenta as mesmas relagdes. Por exemplo, os fatores
gue promovem a viscosidade da amostra s&o os mesmos que diminuem a
solubilidade e vice versa. Estas propriedades estdo relacionadas com a sua
estrutura de polianion linear. Pectinas sdo altamente ionizadas em solucéo e
tendem a se manter estendidas, prevenindo a agregagcao das cadeias. Desta
forma, cada cadeia é hidratada de maneira independente mantendo sua
viscosidade Newtoniana. Com a diminuicdo do pH a ioniza¢do da molécula é
diminuida e a repulsdo entre as moléculas ndo ocorre mais, fazendo com que
se formem grumos, aumentando a viscosidade e tornando-a pseudoplastica
(SRIAMORNSAK, 2003).

Em funcdo destas propriedades, as pectinas sdo utilizadas como
espessantes e como agentes estabilizadorestanto na industria alimenticia e
cosmeética, além de serem utilizadas na culinaria no preparo de tortas, geleias e
doces. Além disso, as pectinas também sao utilizadas na producdo de uma
grande variedade de produtos, como por exemplo, produtos biodegradaveis,
adesivos, substitutos de papel, espumas e plastificantes (MOHNEN, 2008).Na
industria farmacéutica, as pectinas sdo utilizadas como modificadores de
superficie e podem atuar na distribuicdo de drogas a o6rgdos especificos
(MOHNEN, 2008).

As pectinas, ainda,possuem diversas propriedades medicinais benéficas
para a saude humana (SRIAMORNSAK, 2003; MOHENEN, 2008), sendo
capazes de diminuir as taxas de colesterol (SRIAMORNSAK, 2003; MOHNEN,
2008) e glucose sanguinea e estimular a resposta imune (MOHNEN, 2008).
Além disso, as pectinas agem de forma profilatica contra envenenamento com

cations toxicos, como os metéalicos (KOHN, 1982). Outra a¢do importante das
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pectinas é a reducdo do tempo de coagulacdo (JOSEPH, 1956). Em virtude da
sua capacidade de reter liquidos, as pectinas promovem a sensacdo de
saciedade o que diminui o consumo de alimentos auxiliando no emagrecimento
(SRIAMORNSAK, 2003).

Além das pectinas, existem muitos outros compostos vegetais que
apresentam atividades biolégicas. E o caso das arabinogalactanas-proteinas

que estao descritas a seqguir.

2.2.2 ARABINOGALACTANA-PROTEINAS (AGPS)

As arabinogalactana-proteinas (AGPs) sdo uma classe de glicoproteinas
encontradas nos vegetais, ocorrendo na membrana celular, na matriz
extracelular e em gomas de exsudato. Esta glicoproteina esta incluida no grupo
das glicoproteinas ricas em hidroxiprolina (HRGPSs) e € produto do metabolismo
primario de plantas de diferentes grupos taxonémicos (CLARKE, ANDERSON
e STONE, 1979) As AGPs veem sendo utilizadas para diversas finalidades ha
varias décadas. A primeira descrita foi a goma arbica a qual é extraida do
exsudato vegetal da Acacia senegal (ALl, ZIADA e BLUNDEN, 2009). Esta
goma é utilizada na indastria alimenticia como aditivo emulsificante, além de
ser utilizada nas industrias farmacéutica, cosmética e litografica devido as suas
propriedades geleificantes (KREUGER e HOLST, 1996; MAJEWSKA-SAWKA e
NOTHNAGEL, 2000; ALI, ZIADA e BLUNDEN, 2009).

Em termos gerais, a estrutura da AGP é composta por 10% de proteina
e 90% de carboidrato e frequentemente apresenta uma ancora lipidica de
glicosilfosfatidilinositol (GPIl) (KREUGER e HOLST, 1996; SHOWALTER,
2001).De acordo com a constituicdo da porgcdo protéica, pode-se classificar as
AGPs em dois grupos, as AGPs classicas e as nao-classicas. As classicas sao
ricas em hidroxiprolina/prolina, alanina, glicina, serina e tirosina, enquanto que
as ndo-classicas tem o conteudo de aminodcidos altamente variavel
(RUMYANTSEVA, 2005).
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A cadeia principal da porcéao glicidica é ligada a por¢céo proteica por uma
ligacdo glicosidica entre os residuos de hidroxiprolina e serina que se repetem
no inicio da cadeia proteica. Ara e Gal sdo os principais monossacarideos
encontrados, em torno de 30 a 40%, entretanto, acidos urbnicos sao
frequentemente encontrados em quantidades consideraveis. A cadeia
glicosidica principal € formada por galactanas p 1,3-ligadas, denominada de
arabinogalactana tipo Il (AG tipo Il). As ramificagcdes ocorrem no C-6 das Gal e
sdo constituidas de Gal, Ara e GIcA, formando cadeias de 50 ou mais
monossacarideos (KREUGER e HOLST, 1996; SHOWALTER, 2001).

As AGPs apresentam a propriedade de se ligar ao reagente Yariv (3-
glucosil — FIGURA 3). Este reagente € empregado no isolamento e
quantificacdo o conteddo de AGP pelo ensaio da difusdo radial simples
(KREUGER e HOLST, 1996; SHOWALTER, 2001).
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FIGURA 3 -ESTRUTURA QUIMICA DO REAGENTE DE YARIV.

FONTE: O autor

NOTA: Os terminais monossacaridicos sdo fundamentais para a ligacdo com a AGP. Alguns
terminais possibilitam a ligagéo, outros ndo, como é o caso dos terminais a-D-galactosil e B-D-
manosil.

As AGPs ndo exercem uma fungdo estrutural nas células onde séo
produzidas, uma vez que sao, na sua maioria, secretadas na forma de gomas.

Acredita-se que a sua funcao esteja relacionada com a defesa fisica da planta,
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pois, a goma formada age como uma barreira em ferimentos feitos por
patégenos (KREUGER e HOLST, 1996). Possivelmente, possam exercer uma
funcdo morforegulatéria em bridfitas, visto que sdo capazes de inibir a divisdo
celular e o crescimento em locais especificos da planta. Tal efeito se deve a
presenca de altas concentracdes de hidroxiprolina (KREUGER e HOLST,
1996).

Segundo Showalter (1993) a abundancia de AGPs na lamela média da
parede celular das angiospermas leva a crer que elas possam exercer também
uma funcéo de reconhecimento celular. Também foram encontradas evidéncias
da sua acado no desenvolvimento de flores, embries e raizes, dado que estes
processos envolvem interagdo e reconhecimento entre as células. Por isto se
acredita que as AGPs tenham func&o analoga as moléculas de reconhecimento
celular, as glicosaminoglicanas, presente em animais. Foram identificadas
AGPs no interior de vesiculas como corpos multivesiculares intravacuolares
sugerindo que estdo envolvidas nos processos de endocitose vacuolo-
mediadas (SHOWALTER, 1993). Outra funcdo comprovada cientificamente das
AGPs é a sua acédo na divisédo celular e na morte celular programada (SEIFERT
e ROBERTS, 2007).

Espécies vegetais de interesse medicinal que contém AGPs vém sendo
utilizadas como ativadoras do sistema complemento e como moduladoras do
sistema imune (MAJEWSKA-SAWKA e NOTHNAGEL, 2000). Na TABELA 1
estdo descritas algumas espécies vegetais de interesse medicinal as quais
apresentam propriedades biolégicas relacionadas com a presenca de AGPs,

arabinogalactana ou pectinas.
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TABELA 1 -EFEITOS BIOLOGICOS DE ARABINOGALACTANAS, ARABINOGALACTANA-
PROTEINAS E PECTINAS DE PLANTAS MEDICINAIS.

Nome botéanico

Propriedades

Polimero

Atividades bioldgicas

(nome comum) medicinais - Ref.
(Estrutura quimica) relatadas
Parte usada da planta
. Digestiva, . ;
Achyrocline hepatoprotetora, anti- Pectinas Fa990|tqse de PAULSEN
satureoides (macela) . - e granulécitos; efeito no
X inflamatodria, antioxidante RG tino 1 . (2001)
Parte aérea Lo O (RG tipo 1) sistema complemento
e anti-microbiana
Anacardium Efeito inibitério de
occidentale, o _ crescimento do sarcoma  \ENESTRINA
(cajueiro) Fruto - Diurética, anti- 180; efeito de alteragéo et al. (1996);
/ inflamatoéria, anti-sifilitica, . de adesdao celular em STEVAN et
castanha, A . Arabinogalactana e AGP .
. anti-diabética, laxativa, HelLa e B16F10; al. (2000) e
pseudofruto - caju, . itaria. funaicid da goma de exsudato o x (2001);
raiz casca do fruto e Anti-parasitéria, fungicida cicatrizag&o; ;
’ e inseticida, anti-tumoral estimulac&o de SCHIRATO et
do tronco, goma de . . - al. (2006)
exsudato macrofagos; produgao
de o6xido nitrico
Angel b Atividad ] | KIYOHARA et
ngelica acutiloba - tividade anti-tumoral; al. (1988);
(angelica chinesa) - Expe;:;?it?rr]}tlg}na;g%gpal € Pectinas efeito no sistema KIYOHARA &
Raiz complemento YAMADA
(1989)
Dermatolégica, FaQQC|tqse_dg
o S . . . granulécitos; atividade
Calendula officinalis cicatrizante, anti- ArabinogalactanasPectinas Citotoxica e anti-tumoral PAULSEN
(caléndula) - Flores inflamatéria, anti- acidas (RG tipo 1) com sarcoma 180 e (2001)
microbiana carcinoma de Ehrlich
Estimulagdo de WaAle('l\l;g).et
macréfagos, aumento CLASSEN’;
Echinaceae . ) da producao WITTHOHN:
purpurea Imuigggﬁgttglﬁgogtﬁnu Arabinogalactanas, AGPS,  geleycocitos, Liberagdo ~ BLASCHEK
(equinacea) - Raiz, -amaioria, Pectinas de interferon, (2000);
< parasitaria, cicatrizante, . . ALBAN et al
parte aérea e cultura I RG tipo 1 interleucinas e TNFa .
: anti-gripal e expectorante (RG tipo 1) : (2002);
de células pelos macrofagos, CLASSEN et
Atividade fa}gocmca de al. (2006):
macrofagos THUDE etal.
(2006)
Atividade fagocitia de
Expectorante, . macrofagos; liberagao
Glycyrrhiza uralensis imunoestimulante, Pectinas de interferon pelos PAULSEN
(alcaguz) - Raiz gastroprotetora e anti- (RG tipo 1) macréfagos; atividade (2001)
inflamatoria mitogénica; efeito no
sistema complemento
Efeito expectorante;
Malva sylvestris Antl—lnﬂanjatolrlg de vias Pectinas efgltg r:jlpogllcemlantde, PAULSEN
(malva) — Folhas _ respiratorias, ) Atividade fagocitica de (2001)
hipoglicemiante e laxativa (RG tipo 1) macréfagos; efeito no
sistema complemento
SAMUELSEN
. Depurativa, cicatrizante Arabinogalactanas Inducéo de TNF-a pelos ~ ©tal- (1999);
Plantago major e P 9 . . SAMUELSEN
anti-inflamatéria, diurética macrofagos. Efeito no .
(tanchagem) - Folhas dstri Pectinas . | et al. (2000);
e adstringente sistema complemento MICHAELSEN
et al. (2000)
Antirreumatica,
antibacteriana, anti-
inflamatoria,
antimutagénica, Atividade
Uncaria tomentosa antioxidante, anti- imunoestimulante em OKUMURA
(unha de gato) tumoral, anti-viral, AGPs macro6fagos e ativagédo (2009), LENZI
casca, folhas, raizes citostatica, depurativa, da via classica do etal., (2013)

diurética, hipotensora,
imunoestimulante,
regeneradora celular,
vermifuga

sistema complemento

FONTE: O autor



16

Tanto as pectinas como as AGPs sdo encontradas em uma grande
variedade de plantas medicinais. Entretanto, em relagdo estes compostos
provenientes dos frutos de P. peruvianaha poucas informacfes descritas na
literatura, tanto em relacdo as suas carateristicas quimicas como propriedades

bioldgicas.

2.2.3 ATIVIDADE BIOLOGICA DE POLISSACARIDEOS VEGETAIS

Os modificadores da resposta imunologica tem como fungdo modificar o
sistema imunoldgico estimulando-o a desenvolver uma resposta contra agentes
patdogenos. Estes modificadores estdo incluidos na classe de moléculas
imunomoduladoras onde podem ser incluidos os polissacarideos (BOHN e
BEMMILLER,1995; SANTA, 2006).

Existem diversas fontes de extracdo de polissacarideos com ac¢les
imunomoduladoras, entre elas encontram-se 0s vegetais. Estas moléculas
geralemente apresentam baixa toxicidade e ndo provocam efeitos colaterais
significativospara o organismo. Por isso sdo uma forma de tratamento
alternativo ideal aos medicamentos sintéticos, 0s quais geram efeitos colaterais
prejudiciais ao organismo(SCHEPETKIN e QUINN, 2006; SHEU e LAI, 2012).

A atividade biolégica predominante encontrada para os polissacarideos é a
ativacdo de macréfagos, induzindo-os a aumentar a sua citotoxicidade contra
células tumorais e microorganismos, a intensificar a atividade fagocitica e
aumentar a producdo de espécies reativas do oxigénio e 6xido nitrico bem
comoa producéo de citocinas pro-inflamatorias tais como TNFa, IL1, IL6, IL8,
IL12, IFNy- e IFN-B2 (SCHEPETKIN e QUINN, 2006). Devido a esta variedade
de modificacdes, os macréfagos ficam aptos a gerar uma resposta ampla e
rapida a diversos tipos de patdégenos (BEUTLER, 2004).

Estudos revelam que a atividade imunomoduladora dos polissacarideos
esta relacionada a sua complexa constituicio de monossacarideos e
diversificadas ligacdes glicosidicas. Leung e colaboradores (2006) afirma que

0s parametros que afetam a atividade biologica destes compostos € a sua
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carga, solubilidade, massa molecular, grau de ramificacdo e conformacao da
molécula. Polissacarideos vegetais comumente apresentam alto grau de
ramificacdo, sdo compostos por altas quantidades de monossacarideos acidos
e ramificacdes diversificadas (SHEPETKIN e QUINN, 2006).

A acdo destes polissacarideos se da pelo reconhecimento celular dos
mesmos pelas células do sistema imune (GORDON, 2002; LEUNG et al.,
2006). Este reconhecimento € feito por proteinas transmembrana, como por
exemplo, os receptores de reconhecimento padrdo e proteinas plasmaticas.
Tais moléculas sdo capazes de reconhecer epitopos conservados entre 0s
patdégenos e gerar uma resposta imune contra estes agentes patogénicos. Os
polissacarideos com acgfes bioldgicas também podem ser reconhecidos por
estes receptores e gerar as mesmas respostas, induzindo o sistema imune a
ativar-se (GORDON, 2002).

2.3 Physalis peruviana L.

A Physalis peruviana L. pertence a familia Solanaceae, € originaria do
Peru e se distribui pelas regides tropicais e subtropicais do mundo, tais como a
América Central e do Sul, tendo alguns exemplares distribuidos no sudeste da
Europa e no centro da Asia (FRANCO et al., 2007). O nome Physalis é
originario do grego “physa” que significa bolha ou bexiga, referindo-se ao calice
que encerra seus frutos comestiveis. E conhecida como capuli e aguaymanto
no Peru e como uchuva na Colombia (FIGURA 4) (TOMASSINI, et al., 2000).

A planta é produzida e comercializada por diversos paises como 0s
EUA, Africa do Sul, india, Nova Zelandia, Australia e Egito (RAMADAN e
MOERSEL, 2007). No entanto, de acordo com a Corporation Colombia
Internacional (2001), o pais que apresenta a maior producdo comercial do fruto
€ a Colébmbia. O pais ocupou, em média, 533.5 hectares em 2000, chegando a
produzir 28 toneladas do fruto em 1998. No entanto, este valor diminuiu para
cerca de 20 toneladas em 2002. Esta diminuicdo de producéo do fruto na

Coldbmbia se deu devido a popularizagcdo do fruto em outros paises e
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consequente baixa nas exportacdes e pela dificuldade de cultivo da planta
(CCl, 2001).

FIGURA 4 -Physalis peruviana EM DETALHES. A — DETALHES DA FLOR; B E D- DETALHES
DOS FRUTOS; C — DETALHE DAS FOLHAS; E E F — DETALHE DA PLANTA

FONTES: http://jardin-mundani.blogspot.com.br/2012/03/physalis-peruviana-el-bombon-
andino.html;  http://plantas-ornamentais.blogspot.com.br/2011/01/physalis-physalis-peruviana-
I.html

A P. peruviana é a espécie mais conhecida do género, possui habito
perene e € muito usada na medicina tradicional para o tratamento de diversas

doencas, tais como malaria, asma, hepatite, dermatite e artrite reumatoide.
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Além disso, € usada como anticancerigeno, antimicético, antibacteriano
antipirético, diurético e apresenta efeitos imunomoduladores (FRANCO et al.,
2007; TOMASSINI, et al., 2000; ZAVALA, et al.,2006).

Esta espécie possui porte arbustivo e robusto, que pode chegar a 2
metros de altura, com flores amarelas contendo cinco maculas na base das
pétalas e calice frutifero circular. O denso revestimento de tricomas simples
esta presente nos ramos, folhas, flores e frutos, conferindo a estes 6rgaos uma
superficie aveludada ao tato. Os frutos constituem-se em uma baga carnosa,
em forma de globo, com diametro que oscila entre 1,25 e 2,50 cm e 0 peso
entre 4 e 10 g. S&o alaranjados e saborosos quando maduros e podem ser
consumidos in natura ou em geleias e doces (LIMA, 2009). As sementes s&o
abundantes, chegando a 300 por fruto e germinam com facilidade em solos
com relativa umidade. As folhas séo triangulares e de coloracao verde-escuro,
enquanto o talo principal é herbaceo (LIMA, 2009).

Os beneficios associados a ingestdo dos frutos de P. peruvianaestéo
relacionados com a sua composi¢cdo quimica e nutricional (PUENTE et al.,
2011). Os mesmos autores relatam a presenca de &cidos graxos poli-
insaturados, vitaminas A, B, C, E e K1, fitoesterdides, vitanolidos, fisalinas,
além dos carboidratos e proteinas que agem conjuntamente para beneficiar a
saude e reduzir o risco de algumas doencas (CHAVES, SCHUCH e ERIG,
2005).

A planta possui em suas folhas, frutos e calices um composto
denominado de vitandlido (MUNOZ et al., 2009). Este composto é uma lactona
esteroidal natural produzida como metabdlito secundario em plantas do género
Solanaceae (AHMAD, et al.,, 1999). Os vitandlidos apresentam atividades
biologica tais como  antimicrobiana, antitumoral, antinflamatoria,
hepatoprotetora, imunomodulatéria e antialimentar para insetos (AHMAD, et al.,
1999; PUENTE et al., 2011). De acordo com Lan e colaboradores (2009), ja
foram encontrados 17 tipos diferentes deste composto na P. peruviana, dos
quais 4 apresentaram atividade citotéxica em células cancerigenas de pulmao,
mama e figado.

Outro metabdlito secundario importante encontrado exclusivamente em
plantas do género Physalis sdo as fisalinas (PUENTE et al., 2011). Trata-se de
pseudoesteroides que possuem diversas atividades biolégicas (PUENTE et al.,
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2011). As principais fisalinas encontradas na P. peruviana sao as do tipo A, B,
D e F que apresentaram atividade anticancerigena (WU et al., 2004). Segundo
Puente e colaboradores (2011) as fisalinas B e F possuem uma atividade
supressora potente, uma vez que sdo capazes de inibir a proliferacdo de
linfécitos. Os mesmos autores ainda afirmam que as fisalinas D e F também
tem a capacidade de inibir a producdo de citocinas pro-inflamatoérias e de
impedir a ativacdo de macrofagos.

Em relacdo a compostos do metabolismo primariodesta espécie vegetal,
comoos polissacarideos, nenhum relato foi encontrado. No entanto ha
evidéncias de que o0s polissacarideos presentes nas espécies do mesmo
género apresentam atividades biologicas. Fracfes polissacaridicas do calice da
Physalis alkekengi var.francheti apresentaram atividade antioxidante in vitro
(GE et al., 2009).

Na medicina tradicional, o uso do suco das frutas é utilizado para o
tratamento do pterigio (PARDO et al., 2008). Os frutos sdo usados, ainda, nos
tratamentos de estomatite, faringite, diabetes, como descongestionante ocular
e diurético (MUNOZ et al., 2009) além de possuirem acdes antioxidantes e
anticancerigenas, sendo devido a essas propriedades muito procuradas pelos
consumidores (CHAVES; SCHUCH; ERIG, 2005). Preparagfes obtidas através
da raiz amassada com agua sao utilizadas para tratamento de ictericia em
criancas (RAIl, 2004). Suas folhas e frutos sdo utilizados no tratamento de
reumatismo, gota, contusdes (GONZALEZ et al., 2007) e tém-se
demonstradoimportantes  atividades antimicrobianas e antiinflamatérias
(QUISPE-MAURICIO et al., 2009).

Em estudos cientificos, o extrato etandlico com a planta inteira de P.
peruvianainibiu o crescimento celular, apresentou atividade antioxidante,
potente atividade citotdxica e induziu a morte celular por apoptose das células
Hep G2 (células provenientes de carcinoma hepatocelular) crescidas em
cultura (WU, et al.,, 2004). Os extratos das folhas apresentam significativa
atividade antimicrobiana, antioxidante e antiinflamatoéria (ZAVALA et al., 2006;
FRANCO et al., 2007; ROCKENBACH et al., 2008).
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2.4 SISTEMA IMUNOLOGICO

A palavra imunidade tem sua origem no termo latino immunitas que se
refere as atitudes protetoras que senadores romanos tomavam no decorrer de
seu mandato (ABBAS, LICHTMAN e PILLAI, 2008). Imunidade significa
protecdo contra doencas infecciosas (MURPHY, TRAVERS e WALPORT,
2010). No corpo humano, as células e moléculas responsaveis por essa defesa
formam o sistema imunologico (ABBAS, LICHTMAN e PILLAI, 2008).

A funcdo do sistema imunologico é defender o organismo ndo s6 de
patdgenos, mas também de substancias ndo infecciosas (ABBAS, LICHTMAN
e PILLAI, 2008). Para defender o organismo de forma eficaz, o sistema
imunolégico deve atender a quatro principais aspectos. O primeiro é o
reconhecimento imunoldgico, no qual a infeccdo deve ser identificada. Este
trabalho é feito pelas células brancas presentes no sangue que proporcionarao
uma resposta imediata. O segundo aspecto € controlar e eliminar a infeccao,
tarefa realizada pelo sistema complemento, anticorpos e por células com
capacidade destrutiva, tais como linfécitos e macrofagos. No entanto, esta
resposta deve ser controlada, o que preenche o terceiro aspecto. O sistema
imunologico deve ter a capacidade de controlar a sua resposta, evitando
maiores danos ao organismo como alergias e doenc¢as autoimunes. O quarto
aspecto é proteger o individuo de uma reincidéncia de uma doenca causada
pelo mesmo patdégeno, produzindo uma memoria imunolégica (MURPHY,
TRAVERS e WALPORT, 2010).

Dentre os aspectos estudados neste trabalho estdo os macréfagos e a
fagocitose realizadas por eles, bem como as citocinas que medeiam aspectos
da inflamacdo e a ativacdo destas células, bem como a producdo de éxido

nitrico por estas células.
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2.4.1 MACROFAGOS

Macrofagos sdo células derivadas dos mondcitos sanguineos e
desempenham papel importante do sistema imunoldgico. Sdo capazes de
internalizar e degradar antigenos e microorganismos patogénicos. Estao
localizadas nos tecidos e possuem periodo de vida relativamente longo (2 a 4
meses). Participam tanto da resposta imune inata como a adaptativa, sendo
considerados os primeiros a atuarem na defesa do organismo (ABBAS,
LICHTMAN e PILLAI, 2008; ROITT; MALE; BROSTOFF, 2003; MURPHY,
TRAVERS e WALPORT, 2010).

Os macréfagos podem ser ativados por diversas vias, como por
exemplo, produtos microbianos, através de endotoxinas e citocinas produzidas
por linfocitos T, como o IFNy. Depois de ativados os macrofagos sdo capazes
de reconhecer os organismos invasores, internaliza-los e apresenta-los para as
células T efetoras, as quais ativam outros macréfagos para destruir 0s
antigenos Por este motivo, sdo consideradas células apresentadoras de
antigenos. Este tipo de célula tem a capacidade de interligar as respostas
imune primaria e a adquirida e por isso sdo consideradas células de ambos os
sistemas (ABBAS, LICHTMAN e PILLAI, 2008; MURPHY, TRAVERS e
WALPORT, 2010).

A ativacdo dos macrofagos ocorre de duas maneiras. A primeira envolve
o0 contato direto dos antigenos com os macréfagos, ativando-os. Esses
macréfagos ativados atuam ndo sé como células apresentadoras de antigenos,
como também sdo responsaveis pela secrecdo de citocinas como o fator de
necrose tumoral alfa (TNFa) e a interleucina lbeta (IL1B) responsaveis pelo
recrutamento de células T efetoras. Estas citocinas induzem células epiteliais a
expressarem selectinas e integrinas as quais se ligam a receptores das células
T efetoras possibilitando a sua entrada no tecido atingido. As células T efetoras
produzem o interferon y (IFNy) que € a principal citocina ativadora de
macrofagos gerando a destruicdo do antigeno (ABBAS, LICHTMAN e PILLAI,
2008; MURPHY, TRAVERS e WALPORT, 2010).
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A segunda forma de ativacdo dos macrofagos € via sinalizacdo das
células T efetoras, processo denominado de inflamacao. Esta via se inicia com
o recrutamento de mondcitos sanguineos para o tecido por meio de sinais
enviados pelas células T efetoras que entraram em contato com 0s antigenos.
As células T, quando em contato com 0s antigenos, secretam citocinas,
principalmente o IFNy, e expressam em suas membranas, receptores CD40L.
A interacgdo fisica deste receptor com o receptor CD40 presente ha membrana
dos macrofagos faz com que eles se diferenciem em macréfagos ativados,
desencadeando uma via de transducdo de sinal semelhante a via ativada por
TNF. Macréfagos também sdo capazes de produzir fatores de crescimento
para fibroblastos e células endoteliais que participam da moldagem dos tecidos
apos a infeccdo e lesdo (ABBAS, LICHTMAN e PILLAI, 2008; MURPHY,
TRAVERS e WALPORT, 2010).

As principais caracteristicas observadas no macréfago ativado,
independente da via de ativacdo, sdo: uma grande atividade respiratéria devido
a alta atividade de degradacdo dos patdégenos, aumento na sua taxa de
migracdo para o local de concentracdo dos antigenos e aumento na taxa de
metabolizacdo da glucose para a producdo de ATP (adenosina trifosfato)
(ABBAS, LICHTMAN e PILLAI, 2008; MURPHY, TRAVERS e WALPORT,
2010).

Os macréfagos podem desenvolver morfologias diferentes apés a
ativagdo. Alguns possuem um citoplasma abundante e sdo chamados de
epitelidides por se parecerem com as células epiteliais; outros se fundem e
formam uma célula multinucleada (KARNOVSKY & LAZDINS, 1978; ABBAS,
LICHTMAN e PILLAI, 2008; MURPHY, TRAVERS e WALPORT, 2010).

Depois de ativados, os macréfagos produzem uma gama de proteinas
que realizam as funcbes efetoras com o objetivo de eliminar os patégenos.
Dependendo da sinalizacdo quimica que recebem podem promover a
destruicdo dos antigenos, a estimulagido da inflamacédo via TNFa e IL1Be a
remocao de tecido morto a fim de facilitar a reparacdo do tecido danificado
(ABBAS, LICHTMAN e PILLAI, 2008; MURPHY, TRAVERS e WALPORT,
2010).

A ativacdo dos macrofagos tem como fungdo a destruicdo dos

microrganismos invasores por meio da fusdo dos fagossomos com 0s
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lisossomos, formando os fagolisossomos. Esta destruicdo se da por trés
diferentes vias: enzimas proteoliticas presentes no fagolisossomo, acdo das
espécies reativas do oxigénio (ERO) e intermediarios dos reativos do
nitrogénio, como o 6xido nitrico (NO*). As enzimas proteoliticas sdo essenciais
na eliminacdo de bactérias. As ERN sao produzidas através de processo de
chamado burst respiratorio. Neste processo ha a conversdo do oxigénio
molecular pela enzima NADPH oxidase que é capaz de reduzir o oxigénio
formando o radical superéxido e liberando de NADP" (FIGURA 5) (ABBAS,

LICHTMAN e PILLAI, 2008; MURPHY, TRAVERS e WALPORT, 2010).
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FIGURA 5 - ESQUEMA REPRESENTATIVO DO BURST RESPIRATORIO.

FONTE: adaptado de http://www.ihtc.org/medical-professionals/blood-disorders/other-
hematological-disorders/white-blood-cell-disorders/

NOTA: As enzinas NADPH oxidase, superdxido dismutase e mieloperoxidase sdo as
responsaveis pela formacéo dos ERO no interior dos fagolisossomos.

Outra funcdo da formacdo de ERN é produzir as condigOes
fundamentais para a atividade das enzimas proteoliticas, uma vez que estes

radicais sdo responsaveis por manter o pH nas condi¢bes ideais para o
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funcionamento destas enzimas (ABBAS, LICHTMAN e PILLAI, 2008;
MURPHY, TRAVERS e WALPORT, 2010).

Além da formacdo de ERN, os macrofagos produzem os reativos do
oxigénio, em especial o NO*. Este composto € produzido pela enzima éxido
nitrico sintase induzida (iINOS). A iINOS é uma enzima localizada no citosol e
estd ausente em macrofagos ndo ativos. A sua sintese pode ser induzida em
resposta ao IFNy. A enzima catalisa a conversdo da arginina em citrulina,
liberando NO* que se difunde pelo fagolisossomo e pode se ligar com o
perdéxido ou superéxido de hidrogénio e produzir radicais peroxinitrito altamente
reativos que podem eliminar microorganismos (ABBAS, LICHTMAN e PILLAI,
2008).

Algumas consequéncias podem ser geradas se 0 processo de
destruicdo dos patodgenos e a inflamacao ndo forem controlados. Um exemplo
disto € que produtos microbicidas liberados pelos macrofagos ativados podem
causar lesdes teciduais, uma vez que estes produtos sado incapazes de
diferenciar os antigenos dos tecidos préoprios (ABBAS, LICHTMAN e PILLAI,
2008; MURPHY, TRAVERS e WALPORT, 2010).

2.4.1.1 Fagocitose

O processo pelo qual macréfagos internalizam antigenos € denominado
de fagocitose. Neste processo, o antigeno € circundado pela membrana
fagocitica e entdo internalizado. A principio este € um processo simples, no
entanto envolve uma gama de proteinas e eventos particulares (ABBAS,
LICHTMAN e PILLAI, 2008; MURPHY, TRAVERS e WALPORT, 2010).

O primeiro evento da fagocitose é o reconhecimento do microorganismo
invasor pelos fagocitos. Este evento é realizado pelos receptores de membrana
gue reconhecem os antigenos de forma especifica. Alguns destes receptores
sao padrbes e capazes de reconhecer a manose, como 0S receptores de
lectina tipo C. Outro grupo de receptores é capaz de reconhecer proteinas do

hospedeiro que revestem microorganismos. Estas proteinas sdo denominadas
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de opsoninas e abrangem o0s anticorpos, proteinas do complemento e lectinas.
Para que um microorganismo seja reconhecido e fagocitado, € necessario um
processo chamado de opsonizagdo, onde o microorganismo € envolvido com
as opsoninas (ABBAS, LICHTMAN e PILLAI, 2008; MURPHY, TRAVERS e
WALPORT, 2010).

O modo mais eficaz de fagocitar microorganismos € opsoniza-los com
anticorpos. Estes anticorpos possuem duas regides distintas, uma que se liga
aos antigenos e a outra que interage com as células do sistema imunoldgico
denominada de regido Fc. Os receptores expressos pelos fagocitos tem alta
afinidade para a regido Fc dos anticorpos, chamados de FcyRIl. Dessa
maneira, se 0S microorganismos forem opsonizados com anticorpos, 0S
fagdcitos terdo maior facilidade de internaliza-los e posteriormente destrui-los
como descrito no item 2.4.1. Visto que os fagocitos se ligam ao
microorganismo, a membrana estende uma projecdo de forma coOncava
(pseuddpode) em torno do micrébio, envolvendo-o, de forma que a membrana
externa do fagocito engloba o antigeno isolando-o do lado de dentro da célula,
como mostra a FIGURA 6 (ABBAS, LICHTMAN e PILLAI, 2008; MURPHY,
TRAVERS e WALPORT, 2010).
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FIGURA 6 - ESQUEMA REPRESENTATIVO DA FAGOCITOSE.

FONTE: http://bio1152.nicerweb.com/Locked/media/ch43/phagocytosis.html

NOTA: Depois de internalizado, os microorganismos ficam isolados dentro de vesiculas que se
fundem com lisossomos, formando o fagolisossomo. E neste local onde ocorre a digestdo dos
microorganismos.
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2.4.1.2 Citocinas

Segundo Abbas e colaboradores (2008) “citocinas sao polipeptideos
produzidos em resposta a microorganismos e outros antigenos, que medeiam e
regulam reacfes imunoldgicas e inflamatorias”.

Ainda que estruturalmente diferentes, as citocinas apresentam
propriedades semelhantes listadas abaixo (ABBAS, LICHTMAN e PILLAI,
2008):

e A secrecao de citocinas € um evento breve e limitado, pois elas ndo sao
armazenadas. Sua sintese € iniciada com a ativacao celular por meio de
novas transcricbes de genes que geram RNAs mensageiros instaveis
gue sao degradados rapidamente.

e As acdes das citocinas sdo pleiotropicas, uma vez que uma citocina é
capaz de atuar em diferentes tipos celulares e redundantes, ja que
varias citocinas apresentam a mesma funcgéao.

e A acdo das citocinas pode ser local, de maneira autécrina (produz o
efeito na mesma célula que a produz) ou paracrina (produz o efeito na
célula vizinha), ou pode ser sistémica, de maneira enddcrina, uma vez
que podem ser produzidas em quantidade, alcancar a circulacéo
sanguinea e atuar em locais distantes do ponto de producéao.

e A acdo das citocinas é feita mediante a ligacdo com receptores de
membrana especificos, como efeito disto, tem-se que a quantidade
necessaria para que haja uma resposta € minima.

e Sinais externos tem a capacidade de regular a expressao destes
receptores de membrana, regulando, portanto, a acao das citocinas.

e O tipo de resposta celular as citocinas pode ser de maneira a alterar a
expressao génica modificando algumas fun¢des da célula ou de maneira
a proliferar a célula-alvo.

e A resposta celular as citocinas é firmemente regulada através de
feedbacks.

As citocinas ainda podem ser classificadas de acordo com a sua

funcionalidade em trés categorias: as mediadoras e reguladoras da imunidade
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inata, as mediadoras e
estimuladoras da hematopoese (TABELA 2) (ABBAS, LICHTMAN e PILLAI,

2008; MURPHY, TRAVERS e WALPORT, 2010).

reguladoras da imunidade adaptativa e as

TABELA 2- TABELA COMPARATIVA DAS CITOCINAS QUE ATUAM NAS IMUNIDADES
INATA E ADQUIRIDA

Caracteristica

Imunidade Inata

Imunidade Adquirida

Exemplos
Principal fonte

celular

Principais
funcdes
fisiolégicas

Estimulos

Quantidades
produzidas

Efeitos locais ou
sistémicos

Papéis em
doencas

Inibidores

TNF, IL1, IL12, IFNy

Macro6fagos, células NK.

Mediadores da inflamacéo
(local ou sistémica)

PLS (endotoxina),
peptideoglicanos, RNA viral,
citocinas derivadas das
células T (INFy).

Podem ser altas; detectaveis
no soro.

Ambos

Doencas sistémicas (por
exemplo, choque séptico).

Corticoesteroéides

IL2, IL4, IL5, IFNy
Linfécitos T

Regulagéo do crescimento e
diferenciacdo dos linfocitos;
ativacdo de células efetoras
(macrofagos, eosinofilos,
mastocitos).

Antigenos protéicos

Geralmente baixas. Normalmente
indetectaveis no soro

Em geral, locais.

Lesao tecidual local (por exempilo,
inflamacgédo granulomatosa).

Ciclosporina, FK-506

FONTE: ABBAS, LICHTMAN e PILLAI (2008).

As citocinas mediadoras e reguladoras da resposta imune inata sao as

produzidas por fagdcitos em resposta a antigenos. A maioria destas citocinas
tem sua acdo em células endoteliais e leucdcitos para estimular as reacdes
inflamatorias iniciais. Outras tém a capacidade de controlar estas reagfes. As
mediadoras e reguladoras da resposta imune adquirida sdo produzidas
principalmente por linfocitos T em resposta ao reconhecimento de antigenos

estranhos. Suas funcdes sado de promover o crescimento e a diferenciacédo de
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grupos de células linfocitarias e recrutamento e ativacdo destas células. As
citocinas estimuladoras da hematopoese séo produzidas por células da medula
0ssea, leucqcitos para estimular a maturacdo de leucocitos imaturos (ABBAS,
LICHTMAN e PILLAI, 2008; MURPHY, TRAVERS e WALPORT, 2010).

Dentre as citocinas estudadas neste trabalho estdo a IL1, IL6, TNFa e
IL10. A IL1 foi descrita inicialmente como um fator que causava febre e danos
no organismo. Mais tarde foi identificada a presenca de dois tipos distintos de
IL1, a IL1a e a IL1B. Estas citocinas desempenham suas funcdes tanto na
imunidade inata como na adaptativa e € um importante mediador da resposta
inflamatdria, uma vez que induz a facogitose em células mononucleares, como
por exemplo, os macrofagos (KHAN, 2008). Quando em grandes quantidades,
esta interleucina pode gerar febre em reposta a infeccéo por bactérias e virus,
reducdo do apetite e inducéo da protedlise muscular. A IL13 pode gerar danos
no tecido pancreatico por destruir as células beta, gerando diabetes melitus do
tipo I. Além destas acdes, a IL1 também promove a proliferacéo de fibroblastos,
induzindo a cura de feridas (KHAN, 2008). A IL1 também age de maneira
conjunta com o TNFa gerando respostas rapidas e aprimorando a defesa do
organismo (ABBAS, LICHTMAN e PILLAI, 2008).

A IL6 € uma interleucina pré-inflamatoéria que desempenha funcfes néo
s6 na defesa do organismo como também na reproducdo, no metabolismo
0sseo e no envelhecimento. Ela é sintetizada por fagocitos, células endoteliais,
fibroblastos e por outras células em resposta a traumas como queimaduras,
dano tecidual, inflamag&o por IL1 e, em menor extensao, por TNFa (KHAN,
2008). Assim como as outras interleucinas inflamatérias, como a IL1 e o TNFa,
gera febre por incita a mobilizacdo de energia no tecido muscular e adiposo,
resultando num aumento na temperatura corporal. Além disso, ela interfere na
diferenciacdo de células B e causa mobilizacado de neutrdfilos. Sua producéo é
controlada por horménios esteroidais, que podem agir em niveis pds ou
transcricionais (KHAN, 2008; CRUVINEL et. al., 2010)

O TNFa é mais uma citocina pro-inflamatéria produzida principalmente por
macréfagos. E um mediador de ambas as imunidades, inata e adquirida, e,
onde esta presente, causa calor, inchago, vermelhiddo e dor (KHAN, 2008).
Sua fungdo é a de estimular a producdo de outras interleucinas pro-

inflamatérias como a IL6, IL10 e a si mesmo, além de atuar no aumento da
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mobilizacdo e da funcdo efetora de neutrdfilos e a sua aderéncia as células
endoteliais (KHAN, 2008).

A IL10 é uma importante interleucina reguladora do sistema imunoldgico. E
produzida por macrofagos células TH2 e mastocitos. As células T citotdxicas
também liberam IL-10 para inibir a infeccdo por células Natural Killer
estimulada por virus.. Além disso, a IL-10 inibe a sintese de citocinas
envolvidas no processo inflamatorio, incluindo a IL-2, IL-3, TNFa e IFNy.
Devido ao seu perfil supressor, a IL10 também funciona como um inibidor de
células TH1 e, em virtude da inibicdo de macréfagos, que funciona como um
inibidor de células apresentadoras de antigeno (COUPER et. al., 2008; KHAN,
2008; SABAT et. al., 2010).

Além de inibir a producéo de citocinas pro-inflamatérias, a IL10 também
€ capaz de induzir a producdo de interleucinas anti-inflamatorias,
desenvolvendo o papel de reguladora das respostas TH1/TH2. Com base na
sua funcdo imunoreguladora, IL-10 e os seus receptores séo estudados para
intervencdo terapéutica de doencas auto-imunes, inflamatérias agudas e
cronicas, cancer, psoriase e alergias (COUPER et. al.,, 2008; KHAN, 2008;
SABAT et al., 2010).

2.5 ESTRESSE OXIDATIVO

Nos dias de hoje da-se grande atencdo ao estudo dos antioxidantes
devido, principalmente, aos efeitos causados pelos radicais livres no
organismo. A oxidacdo € essencial na vida aerbbica e, assim, 0os agentes
oxidantes sdo produzidos naturalmente ou por alguma disfuncéo bioldgica.

Estes compostos oxidativos estdo envolvidos na producdo de energia,
fagocitose, regulacdo do crescimento celular, sinalizacéo intercelular e sintese
de substancias biolégicas importantes. Entretanto, se em excesso, apresentam
efeitos prejudiciais, como a peroxidacéo dos lipidios de membrana, a agressao
as proteinas dos tecidos e das membranas, as enzimas, aos carboidratos e ao
DNA (BARREIROS, DAVID e DAVID, 2006).
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2.5.1 RADICAIS LIVRES

Radical livre é uma estrutura quimica que apresenta um
desemparelhamento de elétrons em um de seus orbitais, 0 que o torna instavel,
muito reativo e com uma capacidade de se combinar inespecificamente com
qualquer estrutura celular.

O ponto de origem dos radicais livres normalmente é, em maior escala,
no interior das mitocondrias e em menor intensidade no interior do citoplasma
ou préximos a membrana plasméatica (ANDERSON, 1996; HALLIWELL E
GUTTERIDGE, 1999). Devido a esta producdo exacerbada de radicais livres
nas mitocéndrias, estas organelas desenvolveram mecanismos de defesa
pelos quais os radicais sdo neutralizados (PRYOR, 1986). Um unico radical
livre pode dar inicio a uma reacdo em cadeia provocando danos em inimeras
moléculas, tais como, polissacarideos, lipideos e acidos nucléicos
(ANDERSON, 1996; JONES, 2008), outros podem causar danos somente a
lipideos e outros sdo pouco reativos, no entanto geram espécies danosas
(BARREIROS, DAVID e DAVID, 2006). Os principais EROs e ERNs, assim
como os precursores, estdo detalhados na TABELA 3.

O anion superoxido O,” é o primeiro a ser formado ap6s a primeira
reducdo do O,, ocorre em quase todas as células aerbbicas principalmente em
neutréfilos, mondcitos, macréfagos e eosindfilos em sua ativacdo maxima
(FERREIRA e MATSUBARA, 1997). Sua producéo é realizada por enzimas
como NADPH oxidases, xantina oxidase e citocromo P-450 ou por compostos
redox-reativos como semi-ubiquinona (ARUOMA, 1998). Apesar de o O, ser
considerado pouco reativo em solugbes aquosas, sdo observadas lesdes
secundéarias nos sistemas onde € produzido (FERREIRA e MATSUBARA,
1997). Cerca de 1 a 3% de moléculas de oxigénio sao convertidas em radical
O,"na mitocéndria em condigdes fisiolégicas (ARUOMA, 1998).

O 'OH é o radical mais prejudicial ao organismo por ser 0 mais reativo e
mais produzido. E capaz de atacar moléculas, de retirar hidrogénios e de

adicionar ligagbes insaturadas. Sua meia vida € curta, o que dificulta o seu
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sequestro in vivo. (FERREIRA e MATSUBARA, 1997; BARREIROS, DAVID e
DAVID, 2006; CAMPESTRINI, 2013). Sua formacgéo é feita por meio de duas

reacles: através da conversdo do H,O,, na presenca de metais condutores

como o fon ferroso (Fe?*) e o fon cuprico (Cu*?) ou pela homdlise da agua por
exposicdo a radiacdo ionizante (BARREIROS, DAVID e DAVID, 2006;

CAMPESTRINI, 2013).

TABELA 3 — ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO (EROS) E DE NITROGENIO (ERNS) DE

INTERESSE BIOLOGICO

Espécies

Meia vida

: Simbolo Reatividade
reativas (s)
ERO
Superéxido 0, 10 Gerado na mitocéndria, sistema cardiovascular e
outros.
Radical hidroxila "OH 10° Altamente_ reatlyo, gerado durante a sobrecarga de
ferro e situacdes semelhantes em nosso corpo.
. Formado em nosso corpo por uma ampla gama de
Perdxido de . ~ o
: A H20, Estavel reacOes e resultando em radicais potentes como,
hidrogénio OH
. . . Reativo e formado a partir de lipideos, proteinas,
Radical peroxila ROO Segundos DNA, carboidratos etc., durante o dano oxidativo.
HldropAer_OX|do ROOH Estavel Reage com ions metah_cos formando espécies
organico reativas.
Oxigénio 19 107 Altamente reativo formado por fotossensibiliza¢do
singlete 2 e reacgdes quimicas.
Ozobnio O3 Segundos  Pode reagir com varias moléculas produzindo '0,.
ERN
) Neurotransmissor e regulador da pressao
Oxido nitrico NO’ Segundos sanguinea podem gerar potentes oxidantes
durante estados patolégicos.
. . e .
Peroxinitrito ONNO" 10° Formado a partir do NQ e O7, é altamente
reativo.
A(?'d.o ONOOH POl,JCO Forma protonada do ONNO"
peroxinitroso estavel
D!OX'dP (_je NO, Segundos Formado em rea¢Bes de combustao.
nitrogénio

FONTE: DEVASAGAYAM et. al., 2004

O Fe?* é o mais biodisponivel nos organismos podendo ser encontrado

em proteinas de transporte como a transferrina, e na forma de armazenamento,
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como na ferritina. Esta conversado de H,O, em ‘OH é feita através da Reacao
de Fenton (Equacgéo 1) (CAMPESTRINI, 2013). Outra maneira de producao do
radical "OH é através da reducdo do fon férrico (Fe®*) & Fe** com a utilizacdo
do radical superéxido (O;") por meio da Reacdo de Haber-Weiss (Equacéao 2).
(HALLIWELL, 1992; KEHRER, 2000). As reacdes, de maneira resumida, estédo
mostradas na FIGURA 7.

Fe?t + 0, » Fe3t + 05~
203" + 2H* - 0, + H,0, (1)
Fe?* + H,0, - Fe3* + HO* + HO~

Fe3* +0;” - Fe?* + 0,
Fe?* + H,0, - Fe3*OH™ + HO" )
05~ + Hy0, > 0, + OH™ + HO"

O (00)

SoD L(;j

(HBG)HOz 7 * 02 (:8:5)

+

-

H, O, (H:0:0: H)

) N Metais,
/¥ | radiagdo ionizante

OH (-O:H)

(

I )

H.O (H:O: H)

FIGURA 7 - REDUCAO DO O, NA MITOCONDRIA ATE A FORMACAO DE H,0.
FONTE: Adaptado de FERREIRA e MATSUBARA, 1997.
NOTA: Vérias EROs séo formadas no processo.
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A segunda forma de concepc¢éo do radical HO" é a homdlise da agua
pela exposi¢cdo a radiacdo ionizante. Desta forma, a radiagdo ultravioleta é
capaz de induzir a formacdo de radicais HO' nas células da pele, a radiacdo
gama e os raios X fazem com que sejam produzidos radicais HO" onde incidem
(processo Foto-Fenton). Esses fatores levam a alteracdes e mutacfes génicas
gerando doengas (HUSAIN, CILLARD, CILLARD, 1987; HALLIWELL, 1992).

O H,0, é o metabdlito do O,mais deletério. A partir dele € produzido o
HO'(FIGURA 7). Este metabdlito possui uma meia vida longa, tem a
capacidade de permear camadas lipidicas e pode reagir com a membrana

S5++

eritrocitaria e com proteinas ligadas ao ion perferril (Fe> ). Devido a estas
propriedades é considerado toxico para as células, sendo esta toxicidade
aumentada na presenca do ferro (FERREIRA e MATSUBARA, 1997).

Dentre os ERNs, o NO* é o mais importante, uma vez que esta
relacionado com a eliminacdo de patdgenos por células fagociticas
(BARREIROS, DAVID e DAVID, 2006).E uma molécula gasosa, pequena,
instavel, potencialmente tdxica e amplamente difusivel através das membranas
celulares (COULTER et al., 2008). Este radical, além de ser produzido em
maior escala nos lisossomos destas células, também pode ser concebido a
partir da arginina, do oxigénio e NADPH pela acdo da enzima 6xido nitrico
sintase (NOS), originando NADP" e citrulina (BARREIROS, DAVID e DAVID,
2006). Em mamiferos, ha trés isoformas conhecidas de (NOS):a neuronal
(nNOS), a endotelial (eNOS)e a induzivel (iINOS) (FORSTERMANN et al.,
2003). As duas primeiras sdo Ca®'-dependentes e expressas de forma
caracteristica nestas células enquanto que a isoforma iNOS ndo apresenta esta
dependéncia. A iINOS, como jA mencionada no item 2.4.1 é expressa nos
macrofagos apds estimulo adequado, como aquele causado pelo TNFa e
outros agentes como olipopolissacarideo bacteriano (LPS) (FANG, 2004;
MONCADA, 1999).

O nitrato (NO3 ) pode se transformar em nitrito (NO"), que reage com 0s
acidos gastricos gerando o acido nitroso (HNO,). Este acido promove a
desaminacéo das bases do DNA que contém grupo —NH,. O éxido nitrico (NO")
nao é suficientemente reativo para atacar o DNA diretamente, mas pode reagir
com o radical O, ,produzido pelos fagécitos, gerando peroxinitrito (ONNO).

Esse ultimo, por sua vez, pode sofrer reagfes secundarias formando agentes
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capazes de adicionar um nitrogénio em aminoacidos aromaticos (BARREIROS,
DAVID e DAVID, 2006).
Um dos danos mais prejudiciais que os radicais livres podem gerar é a

oxidacao dos lipideos de membrana, processo chamado de lipoperoxidacao.

2.5.2 LIPOPEROXIDACAO

Segundo Ferreira e Matsubara (1997), a lipoperoxidacdo € uma reacao
em cadeia que atinge as membranas alterando a sua estrutura e
consequentemente a sua funcdo. Também estd associada aos processos de
envelhecimento, do cancer e na potencializacdo da toxicidade de xenobidticos.
No entanto, a lipoperoxidacdo produz compostos importantes em outras
reacbes, como por exemplo, na reacéo para a formacéo das prostaglandinas. E
0 excesso destes produtos que causam as lesdes nas membranas.

A lipoperoxidacgéo é realizada em cadeia e possui trés etapas: iniciacao,
propagacdo e terminacdo. Estas etapas estdo descritas nas reacbes (3 a 7)
abaixo, onde L € o lipideo (FERREIRA e MATSUBARA, 1997).

LH + OH’ou LO®* - L* + H,0 ou LOH (Iniciagio) (3)
L+ 0, » LOO*(Propagagio) (4)

LH + LOO* — L* + LOOH (Propagagao) (5)
LOO® + L* - LOOL (Terminagao) (6)

LOO* + LOO* - LOOL + 0, (Terminagao) (7)

Na reacao de inicializacdo h& o sequestro do hidrogénio do &cido graxo
polinsaturado (LH) pelo radical HO* ou pelo radical alcoxila (LO*) formando o
radical lipidico (L*). Na equag&o seguinte, de propagacéo, o L* reage com o O,
dando origem ao radical peroxila (LOO*), que depois sequestra um novo

hidrogénio do acido graxo polinsaturado formando mais um L*. O termino se da
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pela propagacdo dos radicais formados nas equacfes anteriores até a
destruicdo de si préprios (FERREIRA e MATSUBARA, 1997).

A lipoperoxidagdo pode ocorrer pela catalizagdo de ions ferro que
convertem hidroperéxidos lipidicos (LOOH) em radicais reativos (LO* e LOO")
gque comecam uma nova cadeia de reacdes denominadas de ramificacdes. A
velocidade destas reacdes depende da valéncia dos fons ferro, se Fe?', a
reacdo é mais lenta que se o fon for Fe** (FERREIRA e MATSUBARA, 1997).

Para evitar que os radicais livres atuem de maneira prejudicial as
membranas biologicas, o0s organismos possuem um sistema de defesa
antioxidante que envolve desde as defesas internas como, por exemplo,
enzimas, até a dieta. Este aspecto esté discutido no proximo item.

2.5.3 DEFESA ANTIOXIDANTE

O equilibrio entre os agentes oxidantes e as defesas antioxidantes é vital
para a manutencédo do metabolismo celular, uma vez que parte destes agentes
sao criados endogenamente no metabolismo do O,. Além disso, a exposicao a
xenobidticos e a exposicdo a radiacao ionizante também geram radicais livres
prejudiciais a saude (FERREIRA e MATSUBARA, 1997). Os danos causados
pelos radicais livres sdo incontaveis. Eles tém a capacidade de provocar
mutacBes genéticas, gerando alteracbes nas funcdes das enzimas. Podem,
ainda, causar a ruptura de membranas plasmaticas levando a morte celular
(BARREREIROS, DAVID e DAVID, 2006).

Um composto antioxidante € aquele que mesmo em baixas
concentracfes, quando comparado ao substrato oxidavel, atrasa ou inibe a
oxidacdo dos mesmos (SIES e STAHL, 1995; HALLIWELL e GUTTERIDGE,
1999). Estes antioxidantes podem ser enzimas ou micromolélulas advindas do
proprio organismo ou da dieta (BARREIROS, DAVID e DAVIS, 2006). A
TABELA 4 mostra os principais componentes de ambos os tipo de defesa.
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TABELA 4 - PRINCIPAIS AGENTES ANTIOXIDANTES ENZIMATICOS E NAO
ENZIMATICOS
N&o enzimético Enzimatico
a-tocoferol (vitamina E) Superoxido dismutase (SOD)
[-caroteno Catalase
Acido ascérbico (vitamina C) Glutationa redutase (GSH-Rd)
Flavonéides Glutationa peroxidase (GSH-Px)

Proteinas do plasma
Glutationa (GSH)
Clorofilina
L-Cisteina
Curcumina

FONTE: Adaptado de BIANCHI E ANTUNES, 1999

As enzimas podem atuar diretamente no agente oxidante ou podem
reparar danos causados por eles. Existem trés sistemas enzimaticos
reconhecidos para a defesa antioxidante. O primeiro envolve as enzimas como
a superoxido dismutase (SOD). O radical O,*'é eliminado naturalmente do
organismo, no entanto ha a necessidade de colisdo de duas moléculas para
gue isso ocorra. A SOD favorece a dismutacdo pois promove uma aproximacao
entre dois O, eliminando esta necessidade de colisdo aleatoria, eliminando o
radical mesmo quando ele se encontra em baixas concentracdes. Ha dois tipos
de SOD, a que possui cobre (Cu®") e zinco (Zn®*) como centros redox, esta
presente no citoplasma e néo é afetada pelo estresse oxidativo, e a que possui
manganés (Mn?*) como centro redox, esta presente na mitocdndria e é afetada
pelo estresse oxidativo, uma vez que sua atividade é aumentada em condicfes
de estresse (BARREIROS, DAVID e DAVID, 2006).

O segundo sistema enzimatico de defesa envolve a catalase. O
processo no qual ela esta envolvida é mais simples, atuando na dismutacédo do
H,O, em O, e agua (BARREIROS, DAVID e DAVID, 2006).

O terceiro sistema envolve duas enzimas a glutationa redutase (GSH-
Rd) e a glutationa peroxidase (GSH-Px) além da glutationa reduzida (GSH).
Este sistema catalisa a dismutacdo do H,O, em &gua e O,. ApGs a acdo da
GSH ao agente oxidante (Equacdo 10) ocorre a sua oxidagéo, pela GSH-Px a

GSSG formando uma ponte dissulfeto (Equacdo 11).Em seguida, a GSH é
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regenerada pela GSH-Rd, como mostra a equacéo 12 (BARREIROS, DAVID e
DAVID, 2008).

H,0, + NADPH + H* - H,0 + NADP* (10)
2GSH + H,0, » GSSG + 2H,0 (11)
GSSG + NADPH + Ht - 2GSH + NADP* (12)

Dentre as micromoléculas que atuam como antioxidantes € possivel
listar as vitaminas, compostos fendlicos, os minerais, a bilirrubina, a ubiquinona
e 0 acido urico (BARREIROS, DAVID e DAVID, 2006).

As vitaminas sdo um exemplo de compostos adquiridos na dieta que tem
potencial acdo antioxidante. Elas podem capturar o radial livre, como € o caso
da vitamina C, finalizar a propagacao das reacdes dos radicais livres, como a
vitamina E, ou ainda podem proteger os lipideos contra a peroxidacdo, como a
vitamina A (BIANCHI e ANTUNES, 1999; CAMPESTRINI, 2013).

Na indastria, os atioxidantes também sdo necessarios para a
preservacdo de alimentos e cosméticos. Os mais utilizados sdo o BHT (butil-
hidroxi-tolueno), o BHA (butil-hidréxi-anisol) e o propilgalato (FKI, ALLOUCHE,
SAYADI, 2004). No entanto tais compostos, quando utilizados em grandes
doses e por longos periodos de tempo, tendem a provocar danos a saude. Por
iSso, € necesséria a busca por novos compostos naturais que nao apresentem
toxicidade e que tenham a mesma eficacia (CAMPESTRINI, 2013).

Polissacarideos fungicos, de algas e vegetais vém sendo explorados na
tentativa de descobrir as possiveis atividades antioxidantes ligadas a essas
moléculas. A atividade antioxidante atribuida a estes compostos demonstra que
a composicdo quimica e o tipo de ligacdo sdo determinantes para a atividade
(CAMPESTRINI, 2013).
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3MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL VEGETAL E PROCEDENCIA

Frutos congelados de Physalis peruviana foram adquiridos na Casa do
Mirtilo (Porto Alegre, RS, Brasil) em outubro de 2012. O material vegetal foi

mantido em pacotes de 1 kg, a temperatura de -20°C até o momento do uso.

3.2 METODOS PARA A OBTENCAO DAS FRACOES

O primeiro protocolo de extracao foi feito utilizando inativacado enzimatica
prévia (procedimento denominado A) com uma solucdo de metanol: 4gua (2:1;
v/v) sob refluxo por 40 min a 60°C seguido de filtracdo e secagem em estufa a
60° C por 48h. No segundo protocolo nédo foi realizada a inativacdo enzimética
[procedimento denominado A (2)], porém, e os frutos foram secos da mesma
maneira descrita para o primeiro procedimento.

Posteriormente, 0s materiais vegetais foram submetidos a
deslipidificacdo com uma solucdo de tolueno: etanol (2:1; v/v) sob refluxo por
40 min a 60°C. Os frutos foram filtrados e posteriormente secos em capela
overnight. Seguidamente, foram realizadas trés extracées com éter de petroleo
(72 h, em ambiente escuro, a 4°C) e trés extracbes com metanol (72 h, em
ambiente escuro, a 4°C). Os extratos foram descartados e o residuo foi seco
em capela overnight. Em seguida, foram realizadas duas extracdes aquosas
por 1 h a temperatura ambiente e uma a 60°C, com posterior filtracdo e
precipitacdo com trés volumes de etanol (95%, v/v). Em seguida, foram feitas
extracOes citricas em concentracdes crescentes de acido citrico de 0,1 — 5%
(m/v) e em duas condi¢des de temperatura diferentes (60°C e banho fervente)

também seguidas de precipitacdo e centrifugacdo. As Ultimas extragdes foram
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realizadas com hidroxido de sodio (NaOH) a 2M e 4M por 2 h, ambas na
presenca de borohidreto de sodio (NaBH4) (10 mg). Em seguida, as fracdes
foram neutralizadas com acido acético 50% (v/v), dialisadas em membranas de
acetato de celulose (12-14 KDa) por 24 h em sistema fechado e 24 h em
sistema aberto o que gerou um precipitado que foi separado por centrifugacéo
a 5000 rpm. As fragBes solUveis sofreram precipitacdo com etanol 95% e nova
centrifugacéo a 5000 rpm.

O esquema dos procedimentos para obtencdo das fracfes provenientes

das extracbes aquosas, citricas e alcalinas esta representado na FIGURA 8.

FRUTOS DESLIPIDIFICADOS
3 extragdes com éter de petrdleo

3 extragbes com metanol

EXTRACOES AQUOSAS

« 25°C,1h-1Ae 1A(2)
« 25°C,1h-2Ae2A(2)
* 60°C,1h-3Ae3A(2)

EXTRACOES CITRICAS (Acido citrico)

« 0,1%, 60°C, 1h —4A e 4A(2)

* 0,1%, banho fervente, 1h —5A e 5A (2)
« 1%, 60°C, 1h—86A (2)

* 1%, banho fervente, 1h — 7A (2)

« 2,5%, 60°C, 1h — 8A (2)

« 2,5, banho fervente, 1h — 9A (2)

« 5%, 60°C, 1h—10A (2)

* 5%, banho fervente, 1h — 11A (2)

EXTRACOES ALCALINAS (NaOH)

« 2M, 60°C, NaBH, (10 mg), 2h; neutraliza¢éo (acido acético 50%):
* Precipitado: 12A (2) Hemi A
* Sobrenadante: 12A (2)Hemi B

*« 4M, 60°C, NaBH, (10 mg), 2h; neutralizag&o (acido acético 50%):
* Precipitado: 13A (2) Hemi A
* Sobrenadante: 13A (2) Hemi B

RESIDUO CONGELADO

FIGURA 8 - ESQUEMA REPRESENTATIVO DA OBTENQAO DAS FRA(;OES.
FONTE: O Autor
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NOTA: Extragbes aquosas, citricas e alcalinas. As fracdes denominadas “A” sdo as que
sofreram inativagao enzimatica e as denominadas “A (2)” sdo as que nao sofreram inativagao
enzimatica.

3.3 DOSAGENS COLORIMETRICAS

3.3.1 Carboidratos Totais

Para a determinacdo dos carboidratos totais presentes nas fracOes
obtidas foi utilizado o método Fenol - Sulfurico descrito por Dubois e
colaboradores (1956) e posteriormente adaptado por Fox e Robyt (1991).
Neste teste colorimétrico, todos os agucares, incluindo os metil esterificados e
0S com grupos redutores livres presentes nas fracdes sdo desidratados pelo
acido sulfarico formando compostos furfurais ou hidroxifurfurais. Estes reagem
com o fenol e formando um complexo sensivel e estavel provido da cor
amarela alaranjada, a qual pode ser quantificada por espectrofotometria. A
percentagem glicidica total foi estimada a partir de uma curva padrdo de D-
glucose (4 a 40ug/mL).

As fracOes foram solubilizadas em agua destilada (250ug/mL) e 500uL
desta solucdo foram transferidos para tubos de ensaio em triplicata. Em
seguida foram adicionados 500uL de fenol (5% m/v) e agitados lentamente.
Finalmente, foram adicionados 2,5mL de &cido sulfurico concentrado e
agitados da mesma maneira. A absorbancia foi lida em leitor de microplacas
(marca BioTek, modelo EPOCH, Winooski, EUA) a 490 nm. O branco da
amostra constituiu-se de agua destilada ao invés de amostra. Tal procedimento

foi realizado para todos 0s ensaios a seguir descritos.

3.3.2 Acidos Urdnicos

Os &cidos urbdnicos foram determinados pelo método descrito por

Filizetti-Cozzi e Carpita (1991). Neste método o uso do metahidroxibifenil
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aumenta a capacidade de identificacdo dos acidos urénicos por prevenir, nao
totalmente, o escurecimento da solugcdo que ocorre de maneira natural ao
promover o aquecimento de acucares em solucdo de acido sulfarico
concentrado. A porcentagem de acidos urdnicos foi estimada a partir de uma
curva padréo feita de acido b-glucurénico (4 a 40 pg/mL).

As fracbes foram solubilizadas em agua destilada (1mg/mL) e 100uL
desta solucdo foram adicionados em tubos do tipo eppendorf. Em seguida,
foram adicionados 10uL de sulfamato de potassio (4M; pH 1,6) seguido de
agitacdo em agitador de tubos. Em seguida, foram acrescentados 600uL de
tetraborato de soédio (75 mM diluido em acido sulfarico concentrado) e
novamente agitados em agitador de tubos. Os tubos foram aquecidos em
estufa a 100°C por 15 min e posteriormente resfriados em banho de gelo. Para
finalizar, 10uL de m-hidroxibifenil (0,15% m/v diluido em hidréxido de sodio
0,5% m/v) foram adicionados e em seguida agitou-se os tubos novamente em
agitador de tubos. Apds 10 min de repouso, a absorbancia foi lida em leitor de
microplacas (marca BioTek, modelo EPOCH, Winooski, EUA) a 525 nm. Ao
branco do experimento, foram adicionados hidroxido de sédio (0,5%m/v) ao

invés de m-hidroxibifenil.

3.3.3 Proteinas Totais

A determinacdo de proteinas totais das fracdes foi realizada de acordo
com o método descrito por Bradford (1976). O reagente utilizado neste ensaio,
o Comassie Blue G250 existe em duas coloracdes diferentes, vermelho e azul.
A reacdo é rapida e estavel podendo ser observada pela mudanca do vermelho
para o azul conforme o reagente se liga a proteinas do meio. A percentagem
proteica foi estimada a partir de uma curva padréo de albumina bovina (4 a 40
png/mL).

Foram transferidos 100uL das fragcdes (1mg/mL) para tubos do tipo
eppendorf (em triplicata). A estes tubos foram adicionados 1mL do reagente de

proteinas (Comassie Blue : etanol 95% : &cido fosférico 85%. Os reagentes
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foram diluidos na proporcéo 2:1:2 g.s.p. 100mL) e agitados. Este reagente foi
diluido com agua (1:3) e filtrado antes do uso. A absorbancia foi lida em leitor
de microplacas (marca BioTek, modelo EPOCH, Winooski, EUA) a 595nm.

3.3.4 Fendis Totais

Para a dosagem de compostos fendlicos foi utilizado o método descrito
por Singleton & Rossi Jr. (1965). Neste método é avaliado o teor de fendis a
partir da reacdo de oxidacdo do fenol com o reagente Folin-Ciocalteu,
convertendo a cor amarelo-esverdeado em um complexo de cor azulada. A
reacdo é favorecida com o meio alcalino obtido pela adicdo de carbonato de
sédio. O teor de fendis totais foi calculado a partir de uma curva de calibracdo
utilizando o acido galico como padrédo (1 a 50ug/mL).

As fracdes, solubilizadas em agua destilada (1mg/mL), foram
adicionadas em tubos eppendorf (20uL em triplicata). Em seguida, foram
acrescentados 100uL de Folin-Ciocalteu (10%, v/v) e agitados. Posteriormente
80uL de carbonato de sodio (7,5%, m/v) foram adicionados aos tubos que
foram novamente agitados. Houve o aquecimento em estufa a 50°C por 5 min e
a leitura foi feita em leitor de microplacas (marca BioTek, modelo EPOCH,
Winooski, EUA) a 760nm.

3.3.5 Dosagem de grupos acetil

Para a determinacao de grupos acetil foi utilizado o método descrito por
Hestrin (1949). A porcentagem de grupos acetil foi calculada a partir de uma

curva padréo de glucose pentacetato (GPA) (100 a 800 pg/mL).
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Foi realizado o micro ensaio utilizando-se 125 L das fragdes (10mg/mL
diluidos em cloreto de sédio 1%, m/v). As fracbes, foram adicionados250uL da
mistura hidroxido de sddio: cloreto de hidroxilamina (1:1; NaOH 3,5M; Cloreto
de hidroxilamina 2M). As solucbes permaneceram em repouso por 1 min. A
seguir, foram adicionados 125uL de acido cloridrico: agua (1:3) e 125uL de
cloreto férrico (0,185M). A absorbancia foi lida em leitor de microplacas (marca
BioTek, modelo EPOCH, Winooski, EUA), a 540nm.

3.4 DOSAGEM DE ARABINOGALACTANA-PROTEINAS (AGP)

AGPs foram identificadas e quantificadas pelo método da difusao radial
simples (Single Radial Gel Difusion) descrito por Van Holst e Clarke, 1985. Este
método € baseado na precipitacdo especifica das AGPs quando em contato
com o reagente de Yariv (pB-glucosil). O reagente de Yariv (0,02 mg/mL),
sintetizado de acordo com a metodologia descrita por Yariv, Rapport e Graf
(1962), foi dissolvido em gel de agarose tipo C (1%, m/v) e alocado em placa
de vidro. Em seguida foram feitos pogos com aproximadamente 3 mm de
didametro onde foram adicionadas as amostras (5 mg/mL diluidas em cloreto de
sédio 1%, m/v) e goma arabica (Sigma Aldrich.CO St. Louis-MO, EUA) em
concentracfes crescentes, a fim de obter uma curva padrdao de AGP com um
limite de sensibilidade de 0,25 a3 pg de AGP. Os diametros dos pocos e dos
halos formados foram medidos com paquimetro, e elevados ao quadrado e a
quantidade de AGP foi calculada em relacdo a curva padrdo comercial de

goma arabica.
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3.5ANALISES CROMATOGRAFICAS

3.5.1 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS)

A quantificacdo da composicdo monossacaridica neutra das fracdes foi
determinada por cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massas
(GC-MS), precedida de hidrélise acida total (acido trifluoracético [TFA], 2,5M,
3h, 100°C) e posterior derivatizacdo para obtencdo dos acetatos de alditois, de
acordo com a metodologia de microensaio descrita por Pettollinoet al (2012).
As vidrarias utilizada neste procedimento e nos descritos a seguir foram
lavadas em solucéo sulfocrémica antes do uso.

Em tubos de hemdlise foram adicionados 100uL das fracdes (1 mg/mL)
e 100uL de TFA 5M. Os tubos foram devidamente tampados e mantidos em
estufa (100°C) por 3 h. Em seguida, houve a secagem do conteldo em
nitrogénio para remover totalmente o acido. As fragBes hidrolisadas foram
submetidas a reducdo com 50uL de hidroxido de aménio (2M) e 50uL de
borohidreto de sédio (1M diluido em hidréxido de aménio 2M) por 2h30min.
Acido acético (20uL) foi adicionado e o contetdo foi novamente seco em
nitrogénio. Realizaram-se duas lavagens do hidrolisado com 250uL de &cido
acético (5%%, v/v ,diluido em metanol) e duas vezes com metanol para a
retirada do excesso de boratos. Em seguida procedeu-se a acetilagdo com a
adicdo de 250uL de anidrido acético a 100°C por 2h30min. Para interromper a
reacdo foi adicionado 1mL de &gua destilada ao material. Uma aliquota de
cloroférmio (1mL) foi adicionada afim de que os acetatos de alditois fossem
solubilizados. O material foi submetido a trés lavagens com 1mL de &agua
destilada para que os sais de sédio e residuos fossem eliminados.

O cloroformio foi evaporado em nitrogénio e o material foi analisado em
GC-MS (cromatografo gasoso Varian, modelo 3800 acoplado a espectrémetro
de massas Saturn 2000R, Palo Alto, CA, EUA). A injecao da amostra foi a 50°C
com aumento de 40°C/min (até no méaximo 220°C), com a utilizacdo de coluna
capilar DB-225 (30 m x 0,25 mm — J & M Scientific, Folsom, CA, EUA) e hélio
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como gas de arraste. As porcentagens dos monossacarideos foram calculadas
a partir da comparacao dos tempos de retencdo e espectro de massas dos
padrbes de monossacarideos (ramnose, fucose, xilose, arabinose, glucose,

galactose e manose).

3.5.2 Cromatografia em camada delgada (CCD)

Para determinar de maneira qualitativa a composicdo monossacaridica
das amostras, foi realizada a cromatografia em camada delgada (CCD). Para
esta andlise, as amostras (5 mg/mL) sofreram hidrélise com TFA 5M por 8 h a
100°C. Apo6s evaporacdo do acido, as amostras foram ressuspendidas em
agua destilada, e em seguida, aplicadas em cromatoplacas Merck 60 F254
recobertas com silica gel, utilizando como fase mével uma mistura de acetato
de etila:n-propanol:acido acético:agua (4:2:2:1 v/v).

Cubas de vidro previamente saturadas com a fase movel foram
utilizadas para a realizacdo da corrida cromatografica ascendente. Apds a
corrida cromatogréfica, os acUcares foram visualizados com solucao de orcinol
0,5% (m/v) em etanol/H,SO4 concentrado, a 100°C, até o aparecimento da cor
violeta. O perfil monossacaridico foi analisado através da comparacdo dos
tempos de reten¢cdo observados para as amostras com os tempos de retencéo

de padrbes de monossacarideos.

3.5.3 Andlise por cromatografia de exclusao estérica de alta eficiéncia (HPSEC)
acoplada a detectores de indice de refracdo (IR) e espalhamento de luz

(MALLS)

As homogeneidades das fracdes foram feitas através de cromatografia
de exclusdo estérica de alta eficiéncia (HPSEC — equipamento WATERS,
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Milford, MA, EUA) acoplado ao detector de indice de refracao diferencial (Rl —
equipamento WATERS, modelo 2410, Milford, MA, EUA). As fracdes (2 mg/mL)
foram solubilizadas em solucdo de nitrito de sodio (0,1M) contendo azida
sbédica (NaN3) 0,02% (m/v) e posteriormente filtradas em membranas de
0,22um (MILLIPORE, Billerica, MA, EUA). A mesma solucdo utilizada para
solubilizar as fracdes foi utilizada como eluente e todas as analises foram
realizadas a 25° C com um fluxo de 0,6 mL/min. Os cromatogramas foram
analisados no programa ASTRA (WYATT TECHNOLOGY).

3.6 ANALISES ESPECTROSCOPICAS E ESPECTROMETRICAS

3.6.1 Espectrometria de Infravermelho acoplada ao transformador Fourier (FT-

IR)

As fragbes a serem testadas foram liofilizadas para a retirada de toda a
umidade antes de ser realizada a analise por FT-IR com espectrémetro da
marca BRUKER, modelo Vertex 70 (Bruker; Karlsruhe - Alemanha), equipado
com beam splitter de KBr-broadband, detector RT-DLaTGS, fonte de IR Mir-
Globar. Em seguida as fragcdes (~2mg) foram misturadas e prensadas com
brometo de potassio (KBr) até que se formasse uma pastilha translicida. As
pastilhas foram posicionadas no equipamento para a leitura. Os picos de
absorcdo indicam a presenca de tipos especificos de ligacdo, melhorando a

caracterizacdo da estrutura quimica.
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3.6.2Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear -'H e HSQC

Para a realizacdo dos espectros de ressonancia nuclear magnética, foi
utilizado espectrometro da marca BRUKER, modelo DRX 400, série Avance
(Bruker; Karlsruhe - Alemanha), em tubos de 5 mm de diametro, a 70°C. As
amostras foram dissolvidas em &gua deuterada (D,O), em uma concentracao
de aproximadamente 20mg/mL e foram realizadas trés trocas. Os
deslocamentos quimicos foram expressos em ppm (&), baseando-se no

deslocamento da acetona (2,22 ppm) (padréo externo).

3.7ATIVIDADES BIOLOGICAS

3.7.1 Ensaios imunomoduladores “in vitro” utilizando cultura de macréfagos

peritoneais

Os procedimentos descritos abaixo foram aprovados pelo Comité de
Experimentacdo e Etica Animal do Setor de Ciéncias Biologicas da UFPR,
segundo protocolo 693 do processo 23075.004371/2013-15 (ANEXO).

3.7.1.1 Preparo dos materiais e solucdes

Todos os materiais utilizados nos ensaios imunomoduladores, tais como,
tubos com rosca, ponteiras, viais e barcas foram embalados e esterilizados em
autoclave, a 1 atm e 120 °C por 30 min (Sercon, modelo HA; Sao Paulo, SP -
Brasil). Apos esterilizagcdo, os materiais foram secos em estufa a 50 °C. As

solugbes, tais como tampao fosfato-salino (phosphate buffered saline—PBS;
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40,5 mmol/L de Na;HPO,4, 680 mmol/L de NaCl e 7,3 mmol/L de KH,PO,4, pH
7,4), agua ultra pura e solucdo de hemolise, também passaram por
autoclavagem.

A fracdo 1A (5mg/mL) foi solubilizada em agua destilada contendo
sulfato de polimixina B (Inlab, Sdo Paulo, SP) (50 ng/mL) para evitar a
contaminagcdo com lipopolissacarideo bacteriano (LPS). A solucdo foi
esterilizada por ultrafiltragéo positiva, sob pressao, utilizando-se membranas de
acetato-nitrato de celulose, com poros de 0,22um (Millipore, Billerica, MA,
EUA). Em seguida foram feitas diluicbes seriadas de 0,32 a 1280ug/mL em
meio Eagle estéril (Cultilab, Campinas, SP, Brasil). No entanto, somente as
concentracbes entre 10, 20, 40, 80, 160 e 320 pg/mL foram utilizadas nos
testes de viabilidade (MTT) e producdo de NO”. No teste de retencdo de
lisossomos, foram utilizadas as concentracdes 5, 20 e 80 pg/mL. Nos testes
com as interleucinas, foram utilizadas as concentrag¢des 5, 20 e 80 pg/mL. Para
a morfologia foram utilizadas as concentragdes 0,32, 1,25, 5, 20, 80, 160, 320 e

640 pg/mL. As solucdes foram mantidas a 4°C até o momento do uso.

3.7.1.2 Obtencédo dos macréfagos peritoneais

Foram utilizados camundongos suicos (SWISS — Mus musculus)
fémeas, pesando aproximadamente 45 g e com trés meses de vida,
provenientes do Biotério da Universidade Federal do Parana. Os animais foram
mantidos em ambiente claro/escuro 12/12 e temperaturas constantes. A dieta
foi composta de racdo Nuvilab (Lapa - Sdo Paulo, Brasil) e 4gua a vontade. Os
procedimentos pelos quais os camundongos foram submetidos estéo
representados na FIGURA 10.

Apos a eutanasiados animais (20 animais), houve a limpeza da regiédo
abdominal dos animais com &lcool etilico aquoso a 70% (v/v) e exposi¢do da
membrana peritoneal. Houve a injecdo de 10 mL de PBS estéril na cavidade
peritoneal com o auxilio de seringas e agulhas estéreis. Ap0s massagem
vigorosa, o lavado peritoneal foi recolhido e realocado em tubos de rosca

estéreis. Em seguida foi realizada a centrifugacdo (MPW MedInstruments,
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modelo MPW-350R, Warsaw, Pol6énia) por 15 min a 2500 rpm (4 °C) do lavado
para a precipitacdo das células. A solucdo foi ressuspendida em solugédo de
hemdlise (17mM de TRIS, 0,585 g cloreto de sédio e 0,475 g de cloreto de
magneésio; q.s.p.1 L; pH 7,4) para eliminar a presenca de possiveis hemacias e
novamente centrifugada nas mesmas condi¢cdes descritas. Posteriormente, as
células foram ressuspendidas em meio Eagle estéril contendo 5% de soro fetal
bovino [(v/v); Laborclin, Curitiba, PR, Brasil]. Houve a contagem de células em
camara de Neubauer com o uso de microscopio invertido para a avaliacdo da
viabilidade das células pelo método azul de Tripan (PHILLIPS, 1973).

. Sacrificio animal
( Inoculagdo de 10-15mL de PBS
Retirlada dos macréfagos

Diluigdo para 5,0 x 10° ou 1,0 x 107céls/mL
Incubagdo por 24 ou 48 horas Células

VIABILIDADE
CELULAR POR
AZUL DE TRIPAN

ANALISE
MORFOLOGICA

Sobrenadante Sobrenadante
5,0 X 10°céls/pogo X 10°céls/pogo

DOSAGEM DE
CITOCINAS

DOSAGEM DE
OXIDO NITRICO

Células Células

ATIVIDADE
FAGOCITICA
(VERMELHO
NEUTRO)

VIABILIDADE
CELULAR (MTT)

FIGURA 9 - FLUXOGRAMA DE PROCEDIMENTOS DE OBTENCAO DAS CELULAS DO
LAVADO PERITONEAL

FONTE: Adaptado de YAMASSAKI, 2013.

NOTA: Processamento do lavado peritoneal de camundongos suigos (SWISS)
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O lavado peritoneal (na concentracdo final de 5 x10° células/mL ou 1
x10° células/mL) foi adicionado a pocos de placas de cultura estéreis (Techno
Plasticproducts AG® - TPP- Trasadingen - Suica) que foram incubadas em
estufa (incubadora Thermo Scientific, San Jose, CA — EUA) por 1h, a 37 °C em
atmosfera de 5% de CO, para aderéncia. A monocamada de células formada
foi lavada com PBS estéril, pH 7,4, a 37°C duas vezes para a remocao das
células que ndo aderiram. Em seguida foi adicionado o meio de cultura e as

fracbes conforme a metodologia desejada.

3.7.1.3 Determinacgédo da viabilidade pelo método do Azul de Tripan

Para determinar a viabilidade dos macrofagos antes dos ensaios foi
utiizado o método do azul de Tripan (PHILLIPS, 1973). Este corante é
considerado um corante de exclusdo, uma vez que tem a capacidade de
penetrar somente em células com a membrana néo intacta, portanto inviaveis.
A solucéo de Tripan foi preparada a 0,4% (m/v) em PBS, em seguida, foi feita a
diluicdo de 1:10 (células : azul de Tripan) para a contagem das células viaveis
em camara de Neubauer. A porcentagem de células viaveis foi calculada
através da seguinte relacao: % células viaveis = n° de células ndo coradas/n®
de células totais x 100. Neste trabalho foram utilizadas somente as suspensfes

celulares com viabilidade acima de 95%.

3.7.1.4Determinacédo da viabilidade pelo método do MTT

Para a determinacdo da viabilidade dos macréfagos apds a acao da
amostra foi utilizado o método do MTT (brometo de 3-metil-[4-5-dimetiltiazol-2-
il]-2,5 difeniltetrazodlio;Sigma-Aldrich, StLouis-MO, EUA) descrito por Reillyet al.
(1998). Este método tem como principio a reducdo do sal tetrazolio pelas
desidrogenases mitocondriais de células viaveis e metabolicamente ativas

produzindo cristais de formazan no interior destas células.
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Em placas de cultivo de 96 pocos, as células (5x10°células/poco) foram
incubadas na presenca ou auséncia (controle negativo) da amostra nas
concentracdes de 10, 20, 40, 80, 160 e 320 pug/mL e LPS (50 ng/mL - controle
positivo) por 24h e 48h, a 37 °C, em atmosfera com 5% de CO,. Apds o0 tempo
de incubacéo, o meio € utilizado para a dosagem de Oxido nitrico produzido e
as células sao utilizadas para a viabilidade. Aos pogos sdo adicionados
180uLde meio Eagle e 20uL de solucdo de MTT a 5mg/mL tornando a
concentracdo final de MTT de 500ug/mL em cada poco. As placas foram
incubadas novamente nas mesmas condi¢cdes descritas por 3h. As placas sao
lavadas com PBS duas vezes para a remoc¢ao do excesso de MTT no meio e
os cristais de formazan foram solubilizados com dimetil sulféxido (DMSO)
produzindo a cor violeta. A absorbancia foi lida a 550nm e a porcentagem foi
calculada considerando a absorbancia do controle negativo (macréfagos

crescidos na auséncia de solucdes-teste) como 100% de viabilidade.

3.7.1.5Producéo de 6xido nitrico

A producdo de NO’pelos macréfagos apés a acdo da amostra foi
determinada de maneira indireta pela dosagem de nitrito, um produto estavel
da reacgédo de producdo do NO’, presente no sobrenadante das culturas.

Em placas de 96 pocos foram adicionadas 5x10° células/poco na
presenca e auséncia (controle negativo) da amostra nas concentracées de 10,
20, 40, 80, 160 e 320 pg/mLe LPS (50 ng/mL - controle positivo) por 48h, a
37°C e em atmosfera com 5% de CO,. ApOs a incubag¢do, 100uL do
sobrenadante sdo recolhidos em uma segunda placa de 96 pocos e a estes
sao adicionados 100 pL do Reagente de Griess [solucao de sulfanilamida a 1%
(m/v) (Sigma-Aldrich, StLouis-MO, EUA) e solucdo de naftilenodiamida a 0,1%
(m/v) (Sigma-Aldrich, StLouis-MO, EUA), na proporc¢ado de 1:1, ambas em acido
fosforico 2,5% (v/v)]. Este reagente, na presenca de nitrito, produz um
composto de cor lildas. A absorbancia de cada amostra foi determinada em
espectofotdbmetro de microplacas (marca BioTek, modelo EPOCH, Winooski,
EUA), em 540 nm. A concentracdo de nitrito, presente no sobrenadante das
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amostras, foi calculada em relacdo a curva padréo, utilizando como padréo
nitrito de sodio diluido em meio de cultura, em concentracbes de 10uM a
100uM (GREEN et al., 1982). Os resultados foram expressos como quantidade

de nitrito produzido em pM/5x10° células.

3.7.1.6Retencao de lisossomos

Para a avaliacdo da retencao de lisossomos foram utilizadas placas de
24 pocos contendo 1x10°élulas/poco, tratados na presenca e auséncia
(controle negativo) das amostras nas concentracbes de 5, 20 e 80
png/mLdurante 48 h. Apds remocao do meio, 180 yL de meio Eagle e 20 uL de
vermelho neutro estéril a 2% (m/v) foram adicionados. A placa foi novamente
incubada a 37°C e atmosfera com 5% de CO,. (PIPE et al.,1995). Apés 30 min,
0 sobrenadante foi descartado e os pocos lavados duas vezes com PBS pH
7,4. Em seguida, foram adicionados 100 uL da solucao de lise contendo acido
acético glaciall% emetanol 50%(v/v) e a absorbancia lida a 550 nm em
espectrofotometro de microplacas (marca BioTek, modelo EPOCH, Winooski,
EUA). Os resultados foram expressos em percentagens, considerando a

absorbéancia do controle negativo como taxa de retencéo de lisossomos basal.

3.7.1.7Dosagem de interleucinas

Para a dosagem de interleucinas produzidas pelas células apés os
tempos de tratamento, utilizou-se o método ELISA. Primeiramente,
1x1060élulas/pogo foram tratadas durante 24h em placas de 24 pocos, a 37°C
em atmosfera de 5% de CO,, com as amostras nas concentra¢des de 5, 20, 80
e 160 pg/mL. Em seguida, ossobrenadantes (1mL) foram centrifugados (2000
rom, por 5 min), separados em tubos tipo eppendorfs estéreis identificados e
estocados a -80°C até utilizagdo. Cada pogo da placa de cultura originou4

tubos tipo eppendorfs contendo o mesmo sobrenadante, sendo cada um
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destinado a dosagem de uma interleucina em duplicata: IL-1B, IL-6, IL-10 ou
TNF-a.

As dosagens foram determinadas pelo método ELISA, utilizando kits
especificos para cada citocina (eBioscience, San Diego, CA, EUA). Os
reagentes utilizados foram preparados de acordo com as especificacdes do
fabricante.Para este ensaio, placas de poliestireno (“high bindingprotein” —
catalogo n® 9018, Corning, Lowell, MA, EUA) com 96 pocos, de fundo chato,
foram sensibilizadas durante 18h a 4°C, com 100 pL/poco do anticorpo de
captura para cada citocina. As placas foram lavadas 5 vezes com 250 uL/poco
de tampdao de lavagem em lavadora de placas (marca BioTek, Winooski, EUA),
e em seguida, os pogos foram bloqueados com 200 pL/poco da solucéo de
diluicdo. Apo6s 1h de incubacéo a temperatura ambiente e 5 ciclos de lavagem
das placas, 100 ulL/poco das amostras e padrbes especificos para cada
citocina foram adicionados, e as placas novamente incubadas por 2h
atemperatura ambiente. Posteriormente, as placas foram lavadas 5 vezes, e o
anticorpo de deteccao foi adicionado (100 pL/poco). Passada 1 h de incubacéo
a temperatura ambiente, as placas foram lavadas 5 vezes, 100 ulL/poco da
enzima Avidina-HRP foram adicionados e as placas novamente incubadas a
temperatura ambiente por 30 min. Apos 7 lavagens, 100 uL/pog¢o do substrato
cromogeno tetrametilbenzidina (TMB) foram adicionados, e incubados no
escuro, por 15 min atemperatura ambiente. A reacdo foi bloqueada com 50 uL
de H,SO, a 2 Ne realizada a leitura da absorbancia em espetrofotdmetro de
microplacas (marca BioTek, modelo EPOCH, Winooski, EUA) a 450 nm.

A curva padréo foi realizada utilizando oito concentracées do padréo
especifico para cada citocina testada (IL-18, IL-6, IL-10 ou TNF-a). Os
resultados foram expressos como quantidade de citocinas produzidas em
pg/mL/1x10° células.

3.7.1.8 Andlises morfoldgicas

As analises morfologicas foram feitas através da montagem de laminas.

Em placas de 24 pogos foram colocadas uma laminula em cada poc¢o. Em
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seguida foram adicionadas1x10°células/poco que apés o tempo de ades&o
receberam os tratamentos com as amostras nas concentracdes 0,32, 1, 25, 5,
20, 80, 160, 320 e 640 pg/mL. As placas foram mantidasdurante 24h, a 37 °C
eatmosfera com 5% de CO,. Apos o tempo de incubacéo, as laminulas foram
retiradas das placas e fixadas com solugcdo de Bouin, durante 5 min,
atemperatura ambiente. Em seguida, houve a coloracdo das células com
Giemsa (cedido pelo Sr. Herculano S. Reis Filho, do Laboratorio de
Histotecnologia, Departamento de Biologia Celular, UFPR).Posteriormente, as
células foram desidratadas com acetona e diafanizadas com xilol. A montagem
das laminas permanentes foi feita com resina Entelan. A analise morfologica
dos macrofagos e as fotomicrografias foram realizadas no Departamento de
Botanica da UFPR, utilizando microscépico Olympus, modelo BX 30 com

camera de captura Olympus, modelo DP071 acoplada (Tokyo - Japao).

3.7.2 Ensaios Antioxidantes

3.7.2.1 Formacao do complexo fosfomolibdénico

O método descrito por Prieto, Pineda e Aguilar (1999) tem como objetivo
quantificar a oxidacdo de componentes lipofilicos e hidrofilicos, sendo possivel
identificar a capacidade antioxidante total da amostra.

Em tubos de ensaio, foram adicionados 3mL do reativo, composto por
fosfato de so6dio monobasico (28mM, 28 mL) molibdato de amoénio (4mM, 12
mL), acido sulfarico (0,6M, 20 mL) e agua (40 mL) e 300 pL das amostras (1
mg/mL). Os tubos foram tampados e aquecidos a 95° C por 90 min. Apés o
resfriamento, a leitura da absorbancia foi feita em leitor de microplacas (marca
BioTek, modelo EPOCH, Winooski, EUA) a 695 nm. A capacidade antioxidante
da amostra foi expressa em atividade antioxidante relativa (AAR%) em relacao
a absorbancia da vitamina C (200 pug/mL em metanol), utilizada como padrdo

antioxidante para este ensaio.
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3.7.2.2 Teste das substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS -

ThiobarbituricAcid Reative Species)

Neste ensaio, avalia-se a peroxidacdao lipidica por meio da dosagem dos
seus produtos que reagem com o &cido tiobarbitarico (TBA) gerando a
coloracdo avermelhada (JIANG et al., 2005).

Em tubos de rosca foram adicionados 100 pyL da amostra (1 mg/mL) ou
do hidrixibutil-tolueno (BHT — 1 mg/mL, m/v), 400 puL de agua destilada, 500 pL
de gema de ovo (5%, m/v, em dodecilsulfato de sédio — SDS a 0,55%, v/v), 50
UL de 2,2-azo-bis-acido (ABAP — 0,07 mol/L), 1,5 mL de acido acético (20%,
viv) e 1,5 mL de TBA (0,4% m/v, em SDS - 0,55%, m/v). Os tubos foram
fechados e aquecidos a 95°C por 60 min. Apdés o resfriamento foram
acrescentados 1,5 mL de butanol, agitados em agitador de tubos e deixados
em repouso por 10 min. Para a total separagéo das fases formadas, houve a
centrifugacéo (8000 rpm por 10 min). A absorbancia foi lida na fase butandlica
e, leitor de microplacas (marca BioTek, modelo EPOCH, Winooski, EUA) a 532
nm. O indice antioxidante da amostra (IA%) foi determinado de acordo com a

equacéao 13.

abs amostra

1A% =1-( ) x 100 (13)

abs branco

3.7.2.3 Quelacao de ferro

Este ensaio tem como objetivo verificar a capacidade da amostra em
captar o ion ferroso da solu¢cdo(DECKER e WELCH, 1990).

Em tubos de ensaio previamente lavados em acido cloridrico (0,1M)
foram adicionados 500 pL da amostra (1 mg/mL), 1,85 mL de agua ultra pura e
50 pL de cloreto ferroso. Os tubos foram agitados em agitador de tubos e

deixados em repouso por 10 min. Foram acrescentados 100 pL de FerroZine
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(Sigma — Aldrich, Saint Louis, EUA) e os tubos foram incubados a 37 °C por 10
min. ApOs o resfriamento, a leitura da absorbancia foi lida em leitor de
microplacas (marca BioTek, modelo EPOCH, Winooski, EUA) a 562 nm. Como
padrdo, utilizou-se EDTA (&cido etilenodiamino tetra-acético - ethylenediamine
tetraacetic acid)(50 pg/mL). Quanto maior a absorbancia encontrada, menor é a
atividade da amostra, uma vez que o FerroZine tem como funcgéo se ligar aos
ions ferrosos sobressalentes da solucdo. A porcentagem da atividade foi

calculada de acordo com a equacao 14.

100xabs do EDTA

abs da amostra

3.7.3 Analises estatisticas

Todos os dados obtidos nos ensaios bioldgicos com macréfagos foram
repetidos pelo menos duas vezes em dias alternados eexpressos como média
de triplicatast desvio padrdo (M =dp), submetidos ao teste de Tukey,
considerando-se estatisticamente significativos os valores comparados ao nivel
de significancia p<0,05 (VIEIRA, 1991).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os frutos inteiros e congelados de P. peruviana foram submetidos a dois
métodos de extracdo. O primeiro método, denominado de “A”, consistiu-se no
descongelamento dos frutos seguido do tratamento com metanol : agua para a
inativacdo das enzimas presentes no fruto. O segundo método, denominado de
“A (2)”, a inativagcado enzimatica nao foi realizada com o objetivo de verificar a

influéncia da ndo inativacao enzimatica no perfil das fracdes polissacaridicas.
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No primeiro método foi utilizado 1 Kg do fruto descongelado para a
inativacao enziméatica. ApGs a inativacao, os frutos foram secos em estufa a 60°
C por 48 h, o material apresentou um rendimento de 8,3 % (83,6 g) em relacdo
ao fruto fresco. No método A (2), os frutos descongelados (1 Kg) foram secos
nas mesmas condi¢cdes ja descritas para o método A, resultando em um
material com rendimento de 10,6% em relagao ao fruto fresco.

A deslipidificagdo dos frutos foi realizada em ambos os métodos.
Segundo Meyer (1960), frutas e verduras sao fontes de lipideos, embora
grande parte destes alimentos possuam entre 0,1 e 1% de lipideos totais
denominados de gorduras.Em experimentos prévios realizados em nosso
laboratorio, ha a presenca de metabdlitos secundarios no fruto de P. peruviana
que sao eliminados pela deslipidificacdo e pelas extracées sequenciais com
éter de petrdleo e metanol.

Em seguida, em ambos os métodos, os frutos foram triturados em
processador de alimentos e foram realizadas trés extragbes sequenciais com
éter de petréleo seguidas de trés extracbes com metanol. ApGs secagem
overnight em capela, os frutos foram pesados. O método A teve um rendimento
de 79,52% em relacdo ao material apos inativagdo enzimatica e deslipidificacdo
e 0 método A (2) teve um rendimento de 80 % em relagdo ao material
deslipidificado.

O método sequencial empregado teve como objetivo o fracionamento de
polissacarideos considerando a solubilidade em solventes diferentes e em
temperaturas diferentes. Segundo Voragen e colaboradores (1995), a agua,
utilizada nas primeiras extracdes é utilizada para solubilizar pectinas altamente
esterificadas. Em seguida, foram realizadas extracdes quentes com acido
citrico diluido para a extracdo de pectinas ancoradas firmemente a parede
celular (VORANGEN et al., 1995). As extracdes alcalinas foram feitas com o
objetivo de extrair hemiceluloses presentes no material vegetal (VRIESMAN,
2008).
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4.1 EXTRACOES E RENDIMENTOS

Ao final das metodologias de extracdo, foram obtidas 20 fracdes das
quais 5 correspondem ao método com inativacdo enzimatica (A) e 15 aquelas
obtidas pelo método sem inativacdo enzimatica [A (2)]. Os rendimentos obtidos
das fracOes estudadas estdo expressos na TABELA 5.

Dentre as extracfes aquosas feitas pelo método A encontram-se as
fracOes 1A, 2A e 3A com rendimentos de 1%, 0,2% e 0,6% respectivamente.
Como as trés extragbes foram sequenciais, o rendimento total relativo foi de
1,8%. Este valor € o mesmo encontrado para o rendimento total relativo das
fracbes aquosas feitas pelo método A (2), o que demonstra que o método de
extracdo nao interfere no rendimento total das fracdes aquosas. No entanto, no
método A (2) os rendimentos encontram-se mais distribuidos quando
comparados com o método A, com rendimentos de 0,7% [1A (2)], 0,3% [2A (2)]
e 0,8% [3A (2)].

Em relagdo as extracdes citricas, no método A, foram realizadas
somente extracdes com acido citrico a 0,1% gerando as fracdes 4A e 5A, com
rendimento de 0,3% e 0,7% respectivamente. No método A (2), as extracdes
citricas a 0,1% tiveram um rendimento de 0,5% para a fracdo 4A (2) e 0,1%
para a fracdo 5A (2). Isto demonstra que neste tipo extracdo, a inativacao
enzimatica faz com que o rendimento seja maior, uma vez que no método A
houve um rendimento total relativo de 1% e no método A (2) o rendimento total

relativo foi de 0,6%.
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TABELA 5 — FRACOES, METODOS DE EXTRACAO E RENDIMENTOS

Fracéo Metodg de Condicdes de extragéo Rendimentos*
extracao
1A . o 1
oA Com Aquosa a frio (25 °C) 02
3A inativacdo Aquosa a quente (60° C) 0,6
4A enzimatica . 0 60° C 0,3
5A Citrica 0,1 % Banho fervente 0,7
Rendimento Total 2,8
1A (2) . 0,7
2A (2) Aquosa a frio 03
3A (2) Aquosa a quente (60 °C) 0,8
4A (2) L 0 60 °C 0,5
5A (2) Citrica 0,1 % Banho fervente 0,1
6A (2) o 0 60 °C 0,3
7A (2) Citrica 1% Banho fervente 0,3
8A (2) o 0 60 °C 0,2
9A (2) Citrica 2,5 % Banho fervente 0,2
10A (2) Sem . 0 60 °C 1
11A (2) inativacao Citrica 5 % Banho fervente 0,2
enzimatica iDi
12A (2) Hemi A PreC|_p|tad0 do 1
centrifugado
Alcalina 2 M Sobrenadante
12A (2) Hemi B precipitado 1
com etanol
13A (2) Hemi A Precipitado do 0,6
centrifugado
Alcalina 4 M Sobrenadante
13A (2) Hemi B precipitado 0,7
com etanol
Rendimento Total 6,73

FONTE: O autor
NOTA: *g% apés deslipidificacdo e extragcbes com éter de petrdleo e metanol

Nas duas extracOes citricas seguintes a 1%, os rendimentos para as
duas fracdes [6A (2) e 7A (2)] foram as mesmas, sendo o rendimento total
relativo de 0,6%. Para as extracdes citricas a 2,5% [8A (2) e 9A (2)], 0 mesmo
pode ser observado, no entanto o rendimento total relativo foi de 0,4%. Na
terceira extracdo citrica houve uma diferenca significativa derendimento entre
as duas fracfes sendo a fracdo 10A (2) a de maior rendimento com 1% e a 11A
(2) com 0,2%.

Em relacdo as extracbes hemiceluldsicas, os rendimentos foram
semelhantes tanto para a extracao a 2M, com rendimento de 1% para as duas
fracOes [12A (2) Hemi A e 12A (2) Hemi B], como para a extracado a 4M, com

rendimento de 0,6% para a fragao 13A (2) Hemi A e 0,7% para a fracao 13A (2)
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Hemi B. No entanto, quando se compara os rendimentos totais relativos, a
extracdo a 2M proporciona um maior rendimento (2%) que a extragao a 4M
(1,2%).

4.2HOMOGENEIDADE

A homogeneidade das fracdes foi determinada por cromatografia de
exclusdo estérica de alta eficiéncia acoplada ao detector de indice de refragdo
diferencial e de espalhamento de luz (ligth scaterring — MALLS) (High Pressure
Steric Exclusion Chromatography - Refractive Index - HPSEC — RI-MALLS). Os
perfis cromatogréficos das 20 fracdes estdo mostrados nas FIGURAS 10, 11 e
12.Segundo Salvalaggio e colaboradores (2010), o indice de refracdo (Index
Refractive — RI), é o detector responséavel por determinar a concentracdo dos
compostos de varias massas molares em uma solucdo enquanto que o
espalhamento de luz (Light scattering — LS) indica a massa molar dos
compostos. Os compostos que sdo eluidos primeiro sdo aqueles que possuem
massa molar maior, seguidos da eluicdo de compostos com massa molar
menor(PETKOWICZ et al., 1999).

Na FIGURA 10 estdo representados os perfis de homogeneidade das
fracGes aquosas a 25 °C e a 60 °C dos dois métodos de extracdo. Observando
os perfis de LS das fracdes de ambos os métodos, ha a presenca de moléculas
eluidas em 40 min, indicando a presenca de compostos de alta massa molar
em todas as fracdes. No entanto, o Rl das fragbes do método A indica, a
presenca de 4picos, correspondendo a familias de moléculas com massa
molecular diferentes, demonstrando a heterogeneidade das
fracoes(PETKOWICZ, et al., 1999). E importante destacar que picos com perfil
de eluicdo maior que 60 min ndo serdo considerados na andlise de
homogeneidade das fracdes em estudo. Uma vez que compostos que sao
eluidos ap6s 60 min de analise nas condi¢cOes realizadas no presente estudo,
sdo caracteristicos de compostos de massa molar muito baixa (< 400 g/mol),

como dissacarideos, monossacarideos ou sais (VRIESMANN et al., 2009).
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Na FIGURA 11 estédo representados os perfis de homogeneidade das
fracBes citricas dos dois métodos de extracdo. De acordo com o perfil obtido
por LS das fragBes 4A, 5A, 5A (2), 6A (2), 7A (2), 8A (2) e 9A (2) ha a presenca
de apenas um pico predominante de uma familia de compostos de alta massa
molar eluidos em aproximadamente 40 min. Diferentemente, para as duas
ultimasfrag@es citricas, 10A (2) e 11A (2), o espalhamento de luz demonstra a
presenca de duas familias de moléculas de tamanhos diferentes. Para estas
fracOes, ha a presenca de compostos com alta massa molar que sao eluidos
em 40 min. e uma familia de compostos de massa um pouco menor que a
anterior, eluida em aproximadamente 50 min.

Levando em consideracao o perfil obtido pelo RI das frac6es € possivel
observar que, diferente das fracdes aquosas do método A, todas asfracdes
citricas, com excecdo das fracfes, 9A (2), 10A (2) e 11A (2), apresentaram
uma unica familia de compostos de alta massa molar. As fracBes 9A (2) 10A
(2) e 11A (2), apresentaramduas familias de compostos, sendo uma eluida em
aproximadamente 50 min e outra eluida em 60 min. Deste modo, é possivel
perceber que, quanto maior a concentracdo de &cido citrico ha uma maior
extracdo de compostos de tamanhos diferentes, uma vez que as trés ultimas
fraces citricas (com 2,5 % e 5 % de acido citrico) apresentam duas familias de
compostos enquanto as fracdes citricas anteriores apresentam somente uma

familia de compostos.
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FIGURA10 — PERFIS CROMATOGRAFICOS OBTIDOS POR CROMATOGRAFIA DE GEL
PERMEACAO COM DETECTOR DE INDICE DE REFRACAO E ESPALHAMENTO DE LUZ
(HPSEC-RI-MALLS) DAS FRACOES AQUOSAS DE Physalis peruviana OBTIDAS PELOS
DOIS METODOS

NOTA: Nos eixos y estdo representados o espalhamento de luz (light scattering — LS)
representados pela linha preta e o indice de refragdo (index refractive - Rl) representados pela
linha vermelha. No eixo x estdo representados os tempos de retencdo em minutos.
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FIGURA 11 — PERFIS CROMATOGRAFICOS E INDICE DE REFRACAO DAS FRACOES
CITRICAS DE Physalis peruviana OBTIDAS PELOS DOIS METODOS.
NOTA: Nos eixos y estdo representados o espalhamento de luz (light scattering — LS
representados pela linha preta e o indice de refragcdo (index refractive - RI) representados pela
linha vermelha. No eixo x estdo representados os tempos de retencdo em minutos.
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A analise da homogeneidade das fracdes hemicelulosicas esta
representada na FIGURA 12. Da mesma forma que as fracdes anteriores, as
frac6es hemiceluldsicas também apresentam em seus perfis de LS a presenca
de um composto de alta massa molar eluido em 40 min. No caso da fracao 12A
(2) A, observa-se mais evidentemente que ha a presenca de uma segunda
familia eluida em aproximadamente 50 min. Em relacdo ao RI, as fracdes, com
excessdo da 12A (2)A apresentam uma uUnica familia de compostos de alta

massa molar eluidas em aproximadamente 50 min.
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FIGURA 12 — PERFIS CROMATOGRAFICOS E INDICE DE REFRACAO DAS FRACOES
HEMICELULOSICAS DE Physalis peruviana OBTIDAS PELO METODO DE EXTRAGAO A (2).
NOTA: Nos eixos y estdo representados as voltagens e volts do espalhamento de luz (light
scattering — LS) representados pela linha preta e o indice de refracdo (index refractive - RI)
representados pela linha vermelha. No eixo x estéo representados os tempos de retencdo em
minutos.
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4.3DOSAGENS COLORIMETRICAS

As fracOes obtidas foram submetidas aos ensaios para determinacéao do
contetdo de carboidratos totais, proteinas totais, compostos fendlicos totais e
grupamentos acetil totais utilizando métodos colorimétricos (TABELA 6).

TABELA 6 - ANALISES DAS DOSAGENS COLORIMETRICAS DAS FRAGOES
POLISSACARIDICAS OBTIDAS DOS FRUTOS DE Physalis peruviana

N Carboidratos Proteinas Com[?c?stos Grupamentos
Fracdes . . Fendlicos . .
Totais Totais ) Acetil Totais
Totais
1A 30 0,5 0,4 2,1
2A 8 0,9 0,5 1,6
3A 30 15 1 1,9
4A 57 2,4 0,5 1,3
5A 40 1 0,9 1,9
1A (2) 34 2,1 1,4 3,6
2A (2) 37 55 1,9 2
3A(2) 40 5,6 1,3 14
4A (2) 34 3,2 0,6 2,4
5A (2) 47 55 1,7 4,9
6A (2) 64 3,9 2,1 2,8
7A (2) 65 3,7 1,6 2,7
8A (2) 55 5 1,8 2,6
9A (2) 47 3,7 2 2,6
10A (2) 33 49 15 51
11A (2) 60 6,2 2 3,1
12A (2) Hemi A 54 12,2 3,4 2,5
12A (2) Hemi B 48 10,2 1,8 0,5
13A (2) Hemi A 40 17,2 4 0,7
13A (2) Hemi B 54 6,8 3,1 0,7
% em % em relagdo a
% em relagdo a relacdo a % em relagdo a

: - z curva padréo de
curva padrdo de  curva padrdo curva padréo de

Observacoes glucose (10—40  de albumina  4cido galico (1 acg?;?gta%ed: 00
pg/mL) (10 - 1000 —50ug/mL) /mL)
Hg/mL) Ha

FONTE: O Autor

Em relacdo a carboidratos totais, as fracbes aquosas extraidas pelo
método A apresentaram porcentagens menores que aquelas extraidas pelo

meétodo A (2). Dentre estas, as que mais se diferem séo as fracdes 2A (8%) e
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2A (2) (37%). As outras fracdes aquosas apresentam uma diferenca de 4%,
entre as fracoes 1A e 1A (2), e 10% entre as fracdes 3A e 3A (2).

Na primeira extragao citrica, observou-se uma diferenca de 23% entre as
fracOes 4A e 4A (2) sendo a fracdo 4A a de maior valor (57%). No entanto, na
extracdo seguinte esta diferenca diminuiu para 7% entre as fracbes 5A e 5A
(2), sendo a fracdo 5A (2) de maior valor (47%). De uma maneira geral, as
outras extracdes citricas apresentaram em média 54% de carboidratos e as
extracOes hemiceluldsicas, 49%.

Para proteinas totais, as extracbes pelo método A apresentaram
porcentagens menores (até 2,5%) que as fracdes extraidas pelo método A (2).
As fracdes do método A (2) apresentaram em média 4,2% de proteinas totais e
dentre elas, as que apresentaram maiores porcentagens estdo a fracdo aquosa
3A (2), com 5,6%, a fracao citrica 11A (2), com 6,2% e a fracdo alcalina 13A (2)
Hemi A, com 17,2%.

O mesmo ocorre para fendis totais, onde as fragdes obtidas pelo método
de extracdo A apresentam porcentagens menores (até 1%) que as fracdes
obtidas pelo método de extracdo A (2). As fracdes extraidas pelo método A(2)
apresentaram uma média de 2,1% de compostos fendlicos. Dentre elas, as que
possuem porcentagens maiores foram a fracdo aquosa 2A (2), com 1,9%, a
fracdo citrica 6A (2), com 2,1% e a fracao alcalina 13A (2) Hemi A, com 4%.

A média de grupamentos acetil encontrada para as fracbes extraidas pelo
método A também foi menor (1,76%) que a encontrada para as fracdes
extraidas pelo método A (2) (3,14%).

4.4 CARACTERIZACAO DA ESTRUTURA QUIMICA DAS FRACOES

POLISSACARIDICAS DE FRUTOS DE P. PERUVIANA

4.4.1 COMPOSICAO MONOSSACARIDICA NEUTRA E ACIDA

A composicdo monossacaridica dos polissacarideos de frutos de P.

peruvianafoi analisada tanto por cromatografia em camada delgada (CCD)
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como por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-
MS). O primeiro método utilizado foi analisado por cromatografia gasosa, pelo
qual os monossacarideos neutros foram determinados como derivados de
acetato de alditéis. O segundo método de analise foi através da cromatografia
em camada delgada (CCD) utilizada para analisar qualitativamente a
composicdo do conteudo de monossacarideos &cidos. Além disto, foram feitas
as dosagens de acidos urbnicos de acordo com o método de Filizetti-Cozzi e
Carpita (1991).

Como demonstra a TABELA 7, os monossacarideos neutros majoritarios
encontrados nas fracées de ambos os métodos de extracdo sdo a Ara e a Gal
nas extracbes aquosas e citricas e a Xyl e a Man nas extracdes
hemicelulosicas. Também € possivel observar que ndo ha grandes diferencas
entre os dois métodos de extracdo. Ge e colaboradores (2009) encontraram em
polissacarideos do calice de Physalis alkekengi somente a Ara como
monossacarideo majoritario. JA nos frutos e nas raizes desta espécie, 0s
polissacarideos apresentaram a Gal como monossacarideo predominante
(TONG, LIANG e WANG, 2008). Polissacarideos de outro fruto da mesma
familia da P. peruviana, o Lycium ruthenicum apresentaram a Ara como
monossacarideo predominante (PENG, et al.,2014).

Nas FIGURAS 13 e 14 observa-se que o perfil obtido em CCD das 20
fracbes foi semelhante. Este resultado confirmou as analises por GC,
demonstrando a presenca de Gal e a Ara para as fragcdes obtidas por extracdes
aquosas e citricas e Xyl e Man para aquelas das extracdes hemicelulésicas.
Em relacdo aos acidos urdnicos € possivel verificar a presenca destes,
resultado este de acordo com a dosagem colorimétrica, porém sdo necessarias
analises complementares para a confirmacdo dos tipos de acidos urdnicos

presentes nas fragoes.
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TABELA 7 - COMPOSICAO MONOSSACARIDICA DAS FRAGOES POLISSACARIDICAS
OBTIDAS A PARTIR DE FRUTOS DE Physalis peruviana

Composicdo monossacaridica neutra®(%)

Fracdes % Acido Urénico”
Rha  Fuc Ara Xyl Man Gal Glc
1A 4 1 18 6 6 20 6 67
2A 2 * 25 8 3 25 8 40
3A 3 * 20 9 2 26 8 47
4A 3 1 17 16 1 23 7 44
5A 2 1 29 14 0 16 2 56
1A (2) 6 3 20 13 6 13 10 64
2A (2) 4 * 24 11 3 23 8 35
3A (2) * * 24 11 2 20 6 59
4A (2) * * 25 17 1 18 4 53
5A (2) * * 27 21 2 27 4 24
6A (2) * * 28 33 2 14 4 24
7A(2) * * 29 30 3 18 5 19
8A (2) 29 * 23 23 1 6 3 22
9A (2) * * 28 34 10 2 28
10A(2) * * 12 29 6 19 2 45
11A@2) 1 * 21 24 8 20 2 31
AQ)A  * * 10 74 10 6 * *
12A(2) B * * 15 43 20 13 10 *
13A(2)A  * * 14 32 45 9 * *
13A(2)B  * * 10 15 63 12 . *

FONTE: O autor

NOTA: # Monossacarideos neutros analisados por GC-MS, na forma de acetatos de alditdis
(PETOLLINO et al.,2012); "Dosagem realizada de acordo com o método descrito por Filizetti-Cozzi e
Carpita (1991) e porcentagem expressa em relacdo ao conteldo de carboidrato total da fracéo;(*)

tracos (£1%).
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FIGURA 13 -PERFIL MONOSSACARIDICO POR CROMATOGRAFIA DE CAMADA
DELGADA DAS FRACOES POLISSACARIDICAS DE FRUTOS DEPhysalis peruviana.

NOTA: As amostras testadas foram previamente hidrolisadas com TFA 2,5 M por 8 h a 100°C.
A corrida cromatogréfica ascendente foi realizada utilizando como fase mével uma mistura de
acetato de etila : n-propanol : acido acético : 4gua (4 : 2 : 2 : 1 v/v). A visualizagdo dos
acucares foi possivel apds borrifamento com solugdo de orcinol 0,5 % (m/v) em etanol/H2S04
e aquecimento a 100 °C. A: corridas cromatogréaficas das fracGes 1A, 2A, 3A, 4A e 5A; B:
corridas cromatograficas das fragdes 1A (2), 2A (2), 3A (2), 4A (2) e 5A (2).
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FIGURA14 - PERFIL MONOSSACARIDICO POR CROMATOGRAFIA DE CAMADA
DELGADA DAS FRACOES POLISSACARIDICAS DE FRUTOS DEPhysalis peruviana.

NOTA: As amostras testadas foram previamente hidrolisadas com TFA 2,5 M por 8 h a 100°c.
A corrida cromatografica ascendente foi realizada utilizando como fase mével uma mistura de
acetato de etila : n-propanol : acido acético : 4gua (4 : 2 : 2 : 1 v/v). A visualizagdo dos
acucares foi possivel ap6s borrifamento com solugdo de orcinol 0,5 % (m/v) em etanol/H2SO4
e aguecimento a 100 °C. C: corridas cromatograficas das fragdes 6A (2), 7A (2), 8A (2), 9A (2)
e 10A (2); D: corridas cromatogréficas das fracdes 11A (2), 12A (2) Hemi A, 12A (2) Hemi B,
13A (2) Hemi A e 13A (2) Hemi B.
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4.4.2DOSAGENS DE ARABINOGALACTANAS-PROTEINAS (AGP)

As fragbes obtidas foram submetidas ao ensaio de difuséo radial em gel
de agarose na presenca do reagente de Yariv (-Glc) com o intuito de verificar
a presenca de arabinogalactana-proteinas (AGPs) nestas fracbes. A FIGURA
15 demonstra as porcentagens de arabinogalactanas-proteinas presente nas
20 fracdes. A principal diferenca entre os dois métodos de extragdo é a maior
porcentagem de AGPs nas fragcdes do método A (2), o que pode indicar que a
inativacdo enzimatica nado favorece a extracdo de AGPs do fruto. As fracdes
citricas e hemicelulésicas a partir da fracdo 6A (2) apresentaram porcentagens

de AGP menores que 4% (em relacao ao contetdo de carboidrato total).
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FIGURA 15 - DOSAGEM DE ARABINOGALACTANA-PROTEINASDAS FRACOES

POLISSACARIDICAS OBTIDAS A PARTIR DE FRUTOS DE Physalis peruviana

FONTE : O autor

NOTA:Foram realizados trés experimentos e calculados as médias e desvios padréo com base
nestes experimentos.

Segundo Fincher, Stone e Clarke (1983) uma das principais
caracteristicas das AGPs €& a ocorréncia de Ara e Gal como seus
monossacarideos majoritarios. A quantidade de Gal nas AGPs na maioria das

vezes € maior que a de Ara, no entanto o contrario também ocorre (FINCHER,
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STONE e CLARKE, 1983). A presenca de baixa quantidade de AGP nas
fracOes citricas e hemicelulésicas estdo compativeis com a andlise da
composicdo monossacaridica, a qual mostra a Xyl como monossacarideo
majoritario.

Em relacdo a porcentagem de proteinas, o método A (2) apresentou em
média 4% de proteinas enquanto que o método A apresentou em média
somente 1%. Segundo Kreuger e Holst (1996) as AGPs apresentam até 10%
de proteinas na sua constituicdo. Trés pré-requisitos gerais sdo considerados
para caracterizar a presenca de AGPs, de acordo com Showalter (2001):
presenca de Ara e Gal como monossacarideos majoritarios, até 10% de
proteinas e a complexacdo com o reagente de Yariv (B-Glucosil). Assim, as
fracbes 1A — 5A e 1 A(2) — 5 A(2) apresentam estes requisitos, sugerindo a
presenca de AGPs nestas fracdes.

Na familia Solanaceae a ocorréncia de AGP vem sendo relatada desde
os anos 80 (AIKIAMA e KATO, 1981). A Nicotiana tabacum (Solanaceae)
apresentou polissacarideos com complexacao positiva com o reagente de Yariv
(B-Glucosil) (AIKIAMA e KATO, 1981). Bacic, Gell e Clarke (1988) isolaram
uma possivel AGP de Nicotiana alata (Solanaceae)através da ligacao
especifica entre a proteina J539 de mieloma com a ligacao B (1—6) de galacto-
oligossacarideos. Segundo o autor a ligacao entre estes dois compostos indica
a possivel purificacdo de AGPs. Ainda na familia Solanaceae, foram isoladas
AGPs de tomate (Solanum lycopersicum) (FRAGKOSTEFANAKIS, DANDACHI
e KALAITZIS, 2012).

4.4 3ESPECTROMETRIA DE INFRAVERMELHO  ACOPLADA  AO

TRANSFORMADOR FOURIER (FT-IR)

A espectrometria de infravermelho se baseia na variagédo dos estados de
energia vibracional das moléculas especificos para cada grupo funcional
(CAMPBEL e WHITE, 1989; KACURACOVA et al., 2002; WOLKERS et al.,

2004). Por ser uma ferramenta confiavel e de alta sensibilidade, esta técnica
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vem sendo utilizada para a elucidacdo de estruturas, propriedades fisicas e
interacbes de carboidratos (KACURAKOVA e WILSON, 2001). Tais
elucidacbes sdo possiveis devido a formacdo de bandas caracteristicas para
cada grupo funcional. Desta forma, através da analise dos espectros e
pesquisa na literatura € possivel identificar as estruturas presentes nas
moléculas testadas (SANDULA et al., 1999).

Todos os polissacarideos sdo caracterizados pelas bandas de OH e CH,
3500 e 2950 cm™ respectivamente. A regido entre 2000 e 400 cm™ representa,
no caso de polissacarideos, as diferencas entre um polissacarideo e outro,
sendo considerada como a regiao de “fingerprint” dos carboidratos (FILIPPOV,
1992).

A FIGURA 16 representa o espectro das fracdes aquosas 1A, 1A (2), 3A
e 3A (2). As fracOes aquosas seguintes, 2A e 2A (2) apresentam espectros
semelhantes a este e, portanto ndo serdo mostrados. Os espectros da FIGURA
16A se mostram semelhantes apesar da intensidade do sinal ser diferente.
Neste espectro pode ser observada a presenca das bandas de OH e CH (3500
e 2950 cm™) caracteristicas para polissacarideo (MONSOOR; KALAPATHY;
PROCTOR, 2001). A banda identificada em 1740 cm™ (evidenciada pelo
retdngulo roxo) representa o grupamento carboxilico esterificado. Para esta
banda, nota-se que a intensidade do sinal é diferente entre os dois tipos de
extracdo. O método de extracdo A (2) apresenta uma intensidade de sinal
menor que a do método A. Outra banda intensa no espectro é a em 1600 cm™
(evidenciada pelo retangulo azul) que representa grupos carboxilicos livres
(SINGTHONG et al., 2004). Ha uma relacdo intima entre estes dois
grupamentos que determina o grau de esterificacdo dos compostos analisados.
Esta relagéo diz que com o aumento do grau de esterificagdo a intensidade da
banda dos grupos carboxilicos esterificados aumenta enquanto que a
intensidade dos grupamentos carboxilicos livres tende a diminuir. De maneira
semelhante, a intensidade da banda dos grupos carboxilicos livres aumenta
com o decréscimo do grau de esterificagdo (SINGTHONG et al., 2004). No
caso destas fracbes € possivel observar que, devido a maior intensidade de
sinal para os grupos carboxilicos esterificados da fragdo aquosa 1A pode-se

inferir que esta fracdo tem uma maior grau de esterificacdo que a fracao 1A (2).
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Ainda na FIGURA 16A, é possivel observar a presenca da banda em
1070 cm™, que representa os grupamentos COC (MONSOOR; KALAPATHY:
PROCTOR, 2001).

As mesmas caracteristicas apresentadas para as fracoes frias podem
ser observadas para as fracdes quentes e citricas. O que diferencia uma fracéo
da outra é a intensidade dos sinais, principalmente na banda dos grupos
carboxilicos esterificados e livrese na regido entre 1550 e 1000 cm™.

Os espectros das fracfes quentes 3A e 3A (2) podem ser observados na
FIGURA 16B. Nota-se que a diferenca de intensidade dos sinais na regido
de1740 cm™ é maior que aquela encontrada para as fragées frias, o que indica
uma maior esterificacdo na fracdo 3A. Enquanto que na banda 1600 cm™ a
diferenca entre as intensidades dos sinais € quase inexistente.

Para as fracdes citricas 4A e 4A (2), com o0s espectros evidenciados nha
FIGURA 17A, as bandas em 1740 cm™ e 1600 cm™ e a regido entre as bandas
1550 e 1000 cm™ apresentam diferencas nas intensidades assim como
observado para as fracGes aquosas frias e quentes. No entanto, esta diferenca
demonstra ser menor. O mesmo ocorre para as fracdes citricas seguintes, 5A e
5A (2).

As fracdes citricas 6A (2) e 7A (2) fazem parte do mesmo método de
extracdo [método A (2)] e, no entanto, apresentam as mesmas caracteristicas

de esterificacdo que as fracdes evidenciadas na FIGURA 17B.
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FIGURA 16 —-ESPECTROS DE FT-IR DAS FRAQ@ES AQUOSAS A FRIO E A QUENTE DE
Physalis peruviana OBTIDAS PELOS DOIS METODOS DE EXTRACAO

FONTE: O autor

NOTA:A: 1A E 1A (2)]; B: 3A E 3A (2); Amostras anidras analisadas em pastilhas de KBr; o
retangulo roxo evidencia a diferenca de intensidade na banda 1740 cm™ e o retangulo azul
evidencia a diferenca de intensidade na banda 1600 cm™.
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FIGURA 17 — ESPECTROS DE FT-IR DAS FRACOES CITRICAS 4A E 4A (2) DE Physalis
peruviana OBTIDAS PELOS DOIS METODOS DE EXTRAGAO

FONTE: O autor

NOTA: Amostras anidras analisadas em pastilhas de KBr; o retangulo roxo evidencia a

diferenca de intensidade na banda 1740 cmt e o retAngulo azul evidencia a diferenca de
intensidade na banda 1600 cm™.
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Nas fracdes citricas seguintes, que sofreram extracdo com acido citrico
mais concentrado (2,5% e 5%), FIGURA 17B, as bandas em 1740 cm™ e 1600
cm™ aparecem com as mesmas intensidades, independente da temperatura de
extracdo. No entanto, é importante notar que, com o aumento da concentracao
de &cido citrico utilizado para a extragcdo destas pectinas, o grau de
esterificacdo diminui, uma vez que a banda em 1740 cm™ é muito menor nos
espectros destas fracdes citricas do que das fragdes aquosas.

A presenca de grupamentos carboxilicos esterificados nas fracdes
aguosas de ambas os métodos de extracdo é devido a agua como veiculo de
extracdo. Como j& dito anteriormente, a agua é capaz de solubilizar pectinas
altamente esterificadas e por isto € utilizada para a extracdo deste tipo de
composto (VORAGEN et al.,1995).

Para as extracdes hemicelulésicas 12A (2) Hemi A e 12A (2) Hemi B,
representadas na FIGURA 18, as bandas caracteristicas de polissacarideos
também podem ser observadas. A banda em 1740 cm™ est4 completamente
ausente e a banda de 1600 cm™ n&o apresenta uma grande diferenca na
intensidade entre as duas fracbes hemicelulésicas. O mesmo fendmeno se
repete para as fragcbes hemiceluldsicas seguintes, 13A (2) Hemi A e 13A (2)
Hemi B.

—__ 12A(2)Hemi A
— 12A(2) Hemi B

100

|
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3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
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FIGURA 18 —ESPECTROS DE FT-IR DAS FRACOES HEMICELULOSICAS 12A (2) HEMI A E
12A (2) HEMI B DE Physalis peruviana

FONTE: O autor

NOTA: Amostras anidras analisadas em pastilhas de KBr; o retangulo azul evidencia a
diferenca de intensidade na banda 1600 cm™
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Com o intuito de proporcionar uma visdo ampla sobre as caracteristicas
quimicas das fracdes obtidas no presente trabalho, na Tabela 8 esta mostrada
de maneira resumida 0s seguintes parametros: composicdo monossacaridica
neutra, teor de acidos urdnicos e AGPs e conteudo de carboxilas esterificadas.

Assim, considerando a composi¢cdo monossacaridica neutra, pode-se
dizer que de maneira ampla, primeiramente, foram extraidos polissacarideos
contendo Gal, como monossacarideo majoritdrio, e na sequéncia
polissacarideos contendo Ara, Xyl e Man,

Outras caracteristicas podem ser observadas em relacdo aos acidos
urénicos. Nota-se que as extragbes aquosas promovem uma maior extragao de
acidos urdnicos do que os outros solventes utilizados. Em relacdo as AGPs,
como mencionado no item 6.4.2, a inativagcdo enzimética tem um papel
importante na extracdo destes compostos. As fracbes que ndo foram
submetidas a inativacdo enzimatica possuem maiores quantidades de AGPs
quando comparadas com aquelas que passaram por este processo. O método
A (com inativacdo enzimatica) proporcionou menor extracdo de AGPs ( ver
FIGURA 15). A fracdo 2A apresenta uma maior quantidade de AGP devido a
baixa quantidade de carboidratos totais, uma vez que a porcentagem de AGPs
é calculada a partir do contetdo de carboidratos. Por outro lado, o0 método A (2)
favoreceu a extracdo de AGPs, ndo sé pelas porcentagens maiores do que as
encontradas no método A, mas também por manter constante a quantidade de
AGPs nas primeiras extragoes.

Em relacdo as carboxilas esterificadas, observa-se que as fracdes que
apresentaram uma banda maior em 1740 cm™ nos espectros de FT-IR foram
obtidas pelo método A de extracdo com acido citrico (4A e 5A). Fracdes com
maior grau de esterificacdo sdo comumente extraidas em meio acido
(VORANGEN et al.,, , 1995). Pode-se também destacar que a inativacao
enzimatica preserva estes tipos de polimeros uma vez que as fracdes 4A (2) e
5A (2) apresentaram menor grau de esterificacéo.

Na TABELA 8 também estdo indicados o0s possiveis tipos de
polissacarideos presentes nas fracbes. A presenca de polissacarideos com
diferentes estruturas poderia ser esperada, uma vez que as extracdes foram
realizadas com o fruto inteiro, incluindo casca e sementes. Além disso as

frac6es ndo foram submetidas a outros processos analiticos de separacdo para



80

obtencdo de fracdes mais purificadas. Porém, destaca-se que os tipos de
polissacarideos encontrados nas diferentes fracdes sdo estruturas que estdo
incluidas na classe das pectinas e das hemiceluloses.

TABELA 8-RESUMO DAS CARACTERISTICAS QUIMICAS DAS

POLISSACARIDICAS OBTIDAS DOS FRUTOS DE Physalis peruviana

FRACOES

. Contelido . Conteud'o de Sugestédo da
Fracoes Monogs}apandeos neu~tr0§ de acidos Conteudg cart?qxnas presenca de
majoritarios (proporg¢ao) urénicos ® de AGP esterlf(!cadas polimeros ©
Ara: Gal (0,9:1) HG - AG
Ara:Gal(1:1) HG - AG
Ara: Gal (0,7 : 1) HG - AG
Ara: Xyl : Gal (0,7:0,6: 1) XGA - AG
Ara: Xyl: Gal(1:0,7:0,5) XGA — AG
Ara: Xyl: Gal(1:0,6:0,6) XGA - AG
Ara: Gal (1:0,9) HG - AG
Ara:Gal (1:0,8) HG — AG
4A (2) Ara: Xyl :Gal(1:0,6:0,7) HG - AG
5A (2) Ara: Xyl:Gal(1:0,7:1) XGA - AG
6A (2) | Ara:Xyl:Gal(0,8:1:0,4) XGA - AG
7A (2) | Ara:Xyl:Gal(0,9:1:0,6) ° ° () XGA - AG
8A (2) Ara: Xyl (1:1) o o L] AX - AG
9A (2) Ara : Xyl (0,8 : 1) [ o L AX - AG
10A (2) | Xyl: Gal (0,6 : 1) ° ° XGA - AG
11A (2) | Ara:Xyl:Gal(0,8:1:0,8) ° nd XGA - AG
12A (2) A | Xyl nd nd nd XL
12A (2) B | Xyl : Man (0,4 : 1) nd ° nd XLMN — AG
13A (2) A | Xyl : Man (0,7 : 1) nd nd nd MN
13A (2) B | Man nd ° nd MN - AG

NOTA: % monossacarideos majoritarios presentes nas frages, a proporcéo foi calculada de
acordo com as porcentagens obtidas para cada monossacarideo; ®: 4cidos urdnicos totais (CRX
- >50%; ** - de 30 a 50%; ¢ - 15 a 30 %); “: AGP (se* ->10%; ** - 5 a 10%; * - abaixo de
5%); d contetido de carboxilas esterificadas analisadas por FT-IR, onde as fra¢cdes que
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possuem eeee S50 que apresentam as bandas maiores em 1740 cmte e as que apresentam
bandas menores; ®: em relagdo aos monossacarideos majoritarios presentes nas fracées; nd:
nao identificado; HG: Homogalacturonana; AG: Arabinogalactana; XGA:
(Xilo)Homogalacturonana; AX: arabinoxilana; MN: Manana; XLMN: xilomanana.

FONTE: O autor

4.4.4 RESSONANCIA NUCLEAR MAGNETICA MONO- E BIDIMENSIONAL

DA FRACAO 1A

A fragdo 1A, utilizada nos ensaios bioldgicos com macrofagos, foi
submetida as andlises por espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear
(*3c, *H) com o objetivo de obterem-semais informacdes sobre caracteristicas
das estruturas quimicas desta fracdo, como por exemplo, a configuracdo do
carbono anomérico. Os assinalamentos obtidos dos espectros da fracdo 1A
foram atribuidos considerando os dados de literatura juntamente com outras
informacBes das andlises quimicas realizadas e discutidas anteriormente.
Nenhuma informacao sobre andlises de RMN de polissacarideos de frutos de
Physalis peruviana foi encontrada na literatura.

O espectro de 'H-RMN da fracdo 1A (FIGURA 19) apresentou o0s
seguintes assinalamentos na regido de hidrogénios anoméricos, em & 5,22,
5,05, 4,99, 4,92, 4,68 e 4,43 ppm. Unidades de H-1 de a-L-Araf podem ser
atribuidas ao assinalamento em 5,22 ppm (MATULOVA, et al., 2011).
Deslocamentos quimicos em 5,05 ppm podem ser atribuidos aos COOH de
unidades de GalA e em 4,99 as unidades de GalA esterificados
(NASCIMENTO, 2013). Assinalamentos em 4,43 ppm podem ser atribuidos a
H4 de GalA e H1 de BGal sobrepostos, como mostra o espectro de HSQC na
FIGURA 20 (NASCIMENTO, 2013). Outro assinalamento pode ser atribuido em
3,78 ppm, indicando a presenca de hidrogénios do grupamento metil éster
(COOCHs3) (NASCIMENTO, 2013). Além dos sinais referentes aos H-6 de a-D-
Rhap que foram observados na regido de 1,29 - 1,22 ppm (WINNING et al.,
2007).
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FIGURA19 - ESPECTRO PARCIAL DE RMN™H (REGIAO 5,4 A 1 PPM) DA FRACAO 1A EM
D20, A 50°C

FONTE: O autor

NOTA: Valores numéricos em & (PPM).

No espectro de HSQC (espectroscopia de Heteronuclear Single
Quantum Correlation) da fracdo 1A (FIGURA 20) pode-se observadar as
correlagbes para a regido anomérica em 107,6/5,04 ppm sao atribuidas a
unidades a-L-Araf (1->5) ligadas (CHIDOUH et al., 2014). Nesta mesma regiéo,
as correlacbes em 109,3/5,22 podem ser atribuidas a a-L-Araf terminaise
109,3/5,21 ppm podem ser atribuidas também as unidades de a-L-Arafasquais
também foram observadas em outras espécies do género Solanum
(NASCIMENTO, 2013). As correlagdes em 103,1/4,50, 103,2/4,47, 103,3/4,43
podem ser atribuidas a unidades de B-Gal. Em 100,1/4,69 e 100,2/4,68 ppm
pode ser atribuido as unidades de Rha. As correlagbes de C-1/H-1 em
100,0/4,99; 100,2/4,95; 100,2/491 e 99,8/4,97 podem ser atribuidas as
unidades de GalA esterificadas e as outras correlacbes em 99,3/5,03,
99,3/5,05, 99,3/5,07, 99,3/508 as unidades de GalA nao
esterificadas(DELGOBO et al., 1999; CORDEIRO, 2012; TISCHER;

GORIN e IACOMINI, 2002; CIPRIANI, et al. 2009
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FONTE: O autor
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Outras correlacdes em 81,2/4,17 e 81,0/4,08 podem ser atribuidas as
unidades de p-Gal O-3 substituidas, como também a H2 de a-L-Araf. As
correlagbes referentes & C-4/H-4 de GalAsdo identificadas em 78,1/4,39;
78,6/4,42 ppm. As correlacbes em 61,2/3,77 e 61,1/3,70 podem indicar a
presenca de C-6 livre de Gal. Além disso, o espectro mostra a presenca da
correlacdo das unidades metil-esterificadas (-OCH3z) em 52,9/3,78 ppm, como
relatado para frutos de Curcubita pepo e em pectinas de Citrus. As correlagdes
em 16,7/1,29, 16,8/1,27, 16,8/1,25, 16,9/1,23, 16,7/1,22, 16,7/1,21 podem ser
atribuidas aos grupamentos metilicos (C-6) das unidades de
Rha(ROSENBOHM et al.,  2003;KOST'ALOVA; HROMADKOVA;
EBRINGEROVA, 2013).

4.5 ATIVIDADES BIOLOGICAS

4.5.1 AVALIACAO DA ATIVIDADE IMUNOMODULADORA DA FRACAO 1A

OBTIDA DE FRUTOS DEPhysalis peruviana

Polissacarideos, provenientes de plantas medicinais sdo capazes de
promover efeitos benéficos a saide humana. Estes compostos sdo capazes de
modular a resposta imunolégica por ter a capacidade de se ligar
especificamente aos receptores de superficie celular de macréfagos, ativando-
0s (SHEPETKIN e QUINN, 2006).

Como citado na revisao bibliografica desta dissertacédo, as pectinas sdo
um grupo de polissacarideos acidos que apresentam propriedades medicinais
(SRIAMORNSAK, 2003; MOHENEN, 2008). Nos dultimos anos, o0s
polissacarideos pécticos tém ganhado destaque devido as suas atividades
farmacoldgicas principalmente na sua capacidade para modular as respostas
imunes (NERGARDet al., 2005)

Com o0 objetivo de avaliar a atividade moduladora da fragao
polissacaridica do fruto de P. peruviana, a fracdo 1A foi submetida a varios

ensaios contendo células do lavado peritoneal de camundongos suicos



85

(SWISS), incluindo a avaliacdo da viabilidade celular pelo método do MTT, a
inducdo de producdo de NO-°e citocinas, a modificacdo morfolégica e a

retengéo de lisossomos.

4.5.1.1 Analises morfologicas

As principais caracteristicas de macréfagos ativados sdo o aumento de
projecdes citoplasmaticas e maior numero de vacuolos (ABBAS, LICHTMAN e
PILLAI, 2008). Para avaliar o efeito da fracdo 1A na morfologia das células do
lavado peritoneal foi realizado um ensaio em placas de 24 pogos com
laminulas onde as células foram incubadas na auséncia (controle negativo) e
na presenca da fracdo 1A em diferentes concentracdes. As células aderidas a
laminulas foram fixadas com solucdo de Bouin, desidratadas com acetona,
coradas com Giemsa e analisadas em microscopio Optico. As fotomicrografias
podem ser observadas na FIGURA 21.

Comparando as imagens dos controles e das células tratadas com LPS,
observa-se a diferenca entre as morfologias entre células ndo ativadas,
controle negativo para ativacao celular (controle), e células ativadas, controle
positivo para ativacdo celular (LPS). O controle negativo demonstra células
com o citoplasma condensado e membranas pouco espraiadas enquanto que
as células do controle positivo apresentam o citoplasma menos denso, com a
presenca de vacuolos, nucleo descondensado e membranas com projecdes
citoplasmaticas evidentes. Ao observar a acdo das fracBes nestas células
pode-se inferir que a fracdo 1A promove as modificacbes na morfologia
caracteristicas de células ativadas. Nao € possivel perceber se a ativacdo €
dose dependente, no entanto, ja na concentragdo mais baixa, 0,32 pg/mL, é
possivel observar uma maior semelhanca com o controle positivo. Esta
semelhanca se mantém com o aumento da concentracdo utilizada da fragédo
1A.



86

\{
7 |
%

P
Controle — LPS _ Fragao 1A 0,32 ug/mLj Fragao 1A 1,25 ug/mL | Fragdo 1A 5,0 ug/mL
# R
sl "

Fracao 1A 20,0,uamL Fracdo 1A 80,0 ug/mL | Fracdo 1A 160 ug/mL | Fragéo 1A 320 ug/mL | Fracéo 1A 640 ug/mL

FIGURA 21 -EFEITO DO TRATAMENTO DE 24h COM A FRACAO 1A DE Physalis peruviana SOBRE A MORFOLOGIA DE CELULAS DO LAVADO
PERITONEAL DE CAMUNDONGOS

FONTE: O autor (2011)

NOTA: Meio MEM suplementado com 5% de soro fetal bovino. Os macréfagos aderentes foram incubados por 24h na auséncia (meio) e presenca da fracao
1A, nas concentragdes indicadas. O LPS (50ng/mL)foi utilizado como controle positivo. A seta preta e a letra P apontam as projecdes citoplasmaticas. As
laminulas foram fixadas com solugdo de Bouin e as células aderidas as laminulas foram coradas com Giemsa; as fotomicrografias foram obtidas através de
microscopico  Olympus, modelo BX 30 com camera de captura Olympus, modelo DPO071 acoplada (Tokyo - Japdo).
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O decocto de Uncaria tomentosa apresentou mudancas na morfologia de
macréfagos a partir da concentracdo 20 pug/mL e a fracdo obtida por extracdo
aquosa a 25 °C da mesma planta apresentou as mesmas alteractes
morfolégicas a partir da concentracdo 1,25 pg/mL (LENZI et al., 2013). As
fracOes polissacaridicas obtidas de Aloe barbadensis também demonstraram
modificacdes na morfologia de macréfagos a partir da concentracdo de 10
ng/mL (CAMPESTRINI, 2013).

4.5.1.2 Determinacao da viabilidade pelo Método do MTTem culturas de células

do lavado peritoneal na presenca da fracdo 1A de frutos de Physalis peruviana

Este ensaio visa verificar a interferéncia da fragdo 1A na viabilidade das
células. Segundo Reilly e colaboradores (1998), somente as células
metabolicamente viaveis sdo capazes de catalisar a reducdo do MTT. A
reducdo deste sal é feita por desidrogenases mitocondriais associadas ao
NADH e ao NADPH produzindo o cristal de formazan, um composto insolivel
que pode ser solubilizado em solventes organicos como o DMSO
(dimetilsulfoxido) dando a solucdo a cor roxa que poder ser quantificada
espectrofotometricamente  (MOSMANN, 1983; GERLIER e THOMASSET,
1986).

Os resultados referentes a interferéncia da fracdo 1A na viabilidade das
células do lavado peritoneal estdo apresentados naFIGURA 22.A fracdo 1A em
nenhuma concentracdo testada provocou alteracdo da viabilidade celular nas
condi¢Oes testadas (24h e 48h). O aumento do percentual em relagdo ao grupo
controle pode ser reflexo da ativacdo dos macrofagos, fazendo com que haja
uma maior respiracdo celular e consequente maior atividade das
desidrogenases mitocondriais (REILLY, 1998). Embora nenhuma das
concentracbes utilizadas tenha demonstrado significAncia em relagcdo ao
controle negativo, todas as concentracdes da fracdo 1A ndo demonstraram
toxicidade as células durante 24 e 48h de incubacdo, uma vez que todas as

concentragdes obtiveram porcentagens maiores que o controle negativo.
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Segundo Pozzolini e colaboradores (2003), as células utilizadas neste
trabalho ndo séo capazes de se multiplicar in vitro. Neste estado de ativacao,
as células do lavado peritoneal apresentam uma capacidade maior em produzir
cristais de formazan a partir de sais de MTT, e em expressar em maior
guantidade a enzima iNOS, a qual também esta envolvida na reducdo do MTT
quando comparadas a células quiescentes.

Este resultado também foi encontrado para L. ruthenicum (Solanaceae).
Os polissacarideos pécticos extraidos do fruto desta planta também néo
apresentaram toxicidade em macrofagos peritoneais em concentracdes abaixo
de 200 pg/mL (PENG et al., 2014).
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FIGURA 22 - EFEITO DA FRAGCAO 1A DE Physalis peruviana SOBRE A VIABILIDADE
CELULAR DE CELULAS DE LAVADO PERITONEAL DE CAMUNDONGOS APOS 24h E 48h
DE INCUBAGCAO.

FONTE: O autor

NOTA: Viabilidade celular determinada pelo teste do MTT. Meio MEM suplementado com 5%
de soro fetal bovino. Os macréfagos aderentes foram incubados por 24 h e 48 h na auséncia
(meio) e presenca da fracdo, nas concentracdes indicadas. Ap6s a incubacdo, o MTT foi
removido e adicionou-se DMSO. A absorbancia foi medida em 550 nm. 100% de viabilidade
corresponde a viabilidade determinada para as células incubadas somente com meio MEM
(grupo controle negativo ou C-). Os resultados estdo expressos como médias de triplicatas e
desvio padrdo. Este experimento foi repetido duas vezes em dias alternados; * Diferenca
significativa do meio MEM (controle negativo) em relac&o ao teste Tukey (p 0,05).
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4.5.1.3 Producdo do Oxido Nitrico pelas culturas de células do lavado

peritoneal na presenca e auséncia da fracdo 1A de frutos Physalis peruviana

Na FIGURA 23 esta representado o resultado obtido na avaliacdo da
producdo de NO". Embora a fracdo ndo tenha apresentado diferenca
significativa em relagcdo ao controle negativo, observa-se uma tendéncia de a

producédo de NO™ diminuir com o aumento da concentracao.
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FIGURA 23 —EFEITO DAS FRACOES 1A DE Physalis peruviana SOBRE A PRODUCAO DE
OXIDO NIiTRICO POR CELULAS DO LAVADO PERITONEAL DE CAMUNDONGOS

FONTE: O autor

NOTA: Meio MEM suplementado com 5 % de soro fetal bovino. Os macrofagos aderentes
foram incubados por 48 h na auséncia (meio) e presenca da fragdo, nas concentracfes
indicadas. O Meio MEM foi utilizado como controle negativo e o LPS (50 ng/mL) como controle
positivo. O NO’ produzido foi quantificado no sobrenadante como nitrito (NaNO,) pelo método
de Griess. A absorbéancia foi medida em 546 nm. Os resultados estdo expressos como médias
de triplicatas e desvio padrao. Este experimento foi repetido duas vezes em dias alternados. Os
resultados nédo apresentaram diferencas significantes em relagcdo ao controle negativo pelo
teste Tukey (p >0,05).

O NO’ é um radical livre produzido pela enzima NO-sintase (NOS) que
promove a conversdo da arginina em citrulina. Em macréfagos, esta enzima é
encontrada na sua isoforma induzivel (iNOS) (DUSSE, VIEIRA e CARVALHO,
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2003). Este radical esta intimamente relacionado com a resposta imunologica
de macrofagos, pois é considerado o principal mediador citotoxico de células
imunes efetorasativadas e constitui a mais importante molécula reguladorado
sistema imune (DUSSE, VIEIRA e CARVALHO, 2003). Além disso, o NO™ esta
relacionado com as propriedade tumoricidas e microbicidas apresentadas pelos
macréfagos e também com os eventos de apoptose (BRUNE, 2003).

A citotoxicidade do NO™ pode ser devido a uma acgédo direta como, por
exemplo, a reacdo com metais que podem estar presente nas enzimas do seu
alvo tornando-as inativas. Outra maneira de exibir a sua citotoxicidade é
interagindo com compostos liberados durante o processo inflamatorio como,
por exemplo, os radicais livres potencializando os seus efeitos (DUSSE,
VIEIRA e CARVALHO, 2003).

A enzima INOS é expressa em macrofagos sob condi¢cdes excepcionais
tais como a presenca de citocinas e/ou endotoxinas. A sua expressao demora
em torno de 48h e libera quantidades maiores de NO™ que as outras isoformas
existentes da mesma enzima (DUSSE, VIEIRA e CARVALHO, 2003). A
expressdo desta enzima pode ser benéfica, quando presente na resposta
inflamatéria localizada como, por exemplo, em infec¢cdes; ou pode ser
prejudicial, quando presente em inflamagdes anormais como, por exemplo, em
doencas autoimunes (CERQUEIRA e YOSHIDA, 2002).

Segundo Franco e colaboradores (2007) as folhas e caules de P.
peruviana séo utilizadas como anti-inflamatorios, no entanto, o artigo comprova
a acdo anti-inflamatéria somente de metabdlitos encontrados em folhas e
caules, em relacéo aos frutos, ainda ndo ha relatos na literatura.

O polissacarideo extraido de frutos de Lucium ruthenicum (Solanaceae)
estimulou a producdo de NO° em baixas concentracdes, embora tenha
estimulado a producdo em 24 h de tratamento (PENG, et al.,2014).

Segundo Classen e colaboradores (2006), a atividade imunoestimulante
pode ser atribuida as AGPs devido a sua capacidade de induzir a producéo de
NO". Tal atividade foi comprovada em AGPs extraidas de Baptisia tintoria e
Echinacea pallida (CLASSEN et al.,2006) e arabinogalactanas tipo Il de
extratos de Juniperus scoloporum (SHEPETKIN et al., 2005) que estimularam a

producao de NO'in vitro em macréfagos de camundongo.
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4.5.1.4 Retencéo de lisossomos

Para avaliar a capacidade fagocitica das células peritoneais de
camundongos foi realizado o ensaio com o vermelho neutro. Este teste tem
como principio a captacdo do corante catidnico vermelho neutro por células
previamente tratadas com moléculas, visando identificar as células viaveis
(SVENDSEN et al., 2004).

Para células fagociticas, como € o caso das células utilizadas neste
trabalho, a captagdo do corante € diretamente relacionada com a capacidade
fagocitica destas células (CHATURVEDI et al., 1979; CHATURVEDI; GULATI,
MATHUR, 1982; STOIKA et al., 2002). Chaturvedi e colaboradores (1979)
afirmam que o corante internalizado € digerido por hidrolases, um importante
grupo de enzimas que sdo responsaveis pela digestdo de particulas
fagocitadas.

Como é possivel observar na FIGURA 24, a taxa de fagocitose das
células incubadas na presenca da fracdo 1A foi reduzida em todas as
concentracbes testadas. Nota-se que todas as concentracbes testadas
apresentaram uma discreta tendéncia de diminuicdo na fagocitose, sendo que
na maior concentracao utilizada, 80 pg/mL esta fagocitose sofreu uma reducao
siginificativa em relacdo ao controle negativo.

Estudos feitos em nosso laboratério por Lenzi (2011) indicaram uma
atividade contraria para as extracbes aquosas de Uncaria tometosa
(Rubiaceae). As fracdes promoveram o aumento da taxa de fagocitose apés 24
h de tratamento seguido de uma queda desta taxa ap6s 48 h de tratamento.
Segundo a autora, essa diferenca de taxas é devida ao tempo de exposicédo
das células as moléculas, que, no caso, 24 h foram suficientes para ativar a
fagocitose. Chaturvedi e colaboradores (1982) encontraram atividades de
aumento da fagocitose com somente 1 h de tratamento. Deste modo, séo
necessarios novos experimentos em tempos menores e maiores que 24 h de
incubagéo com a fragéo 1A para analisar o efeito desta fragéo sobre a atividade
fagocitica.
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FIGURA 24 —EFEITO DA FRACAO 1A DE Physalis peruviana APOS 24 h DE TRATAMENTO
SOBRE A CAPACIDADE DE RETEN(;AO DE LISOSSOMOS DE CELULAS DO LAVADO
PERITONEAL DE CAMUNDONGOS

FONTE: O autor

NOTA: Retencdo de lisossomos avaliada através do teste do vermelho neutro descrito por
PIPE et al. (1995). Meio MEM suplementado com 5% de soro fetal bovino. As células do lavado
peritoneal aderentes foram incubadas por 24 h, na auséncia (meio) e presenca da fracdo 1A
nas concentragdes indicadas. Apos incubagédo, o vermelho neutro foi removido e adicionou-se
solugédo de lise (4cido acético glacial:etanol 50%:4gua destilada v:v:v). A absorbancia foi
medida em 550 nm. O valor obtido para o meio foi considerado como retencdo de lisossomos
basal. Os resultados estdo expressos como médias de quadriplicatas. Estes experimentos
foram repetidos duas vezes em dias alternados. * Diferenca significativa do meio MEM
(controle negativo) em relag@o ao Tukey (p 0,05).

4.5.1.5 Dosagens de citocinas

As citocininas incluindo o fator de necrose tumoral alfa (TNFa) e as
interleucinas 6 (IL6), 10 (IL10), 18 (IL1B) produzidas por células do lavado
peritoneal de camundongos apdés a exposicdo a fracdo 1A foram dosadas
utilizando-se Kits de ELISA. Os resultados podem ser observados na FIGURA
25.
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FIGURA 25 -EFEITOS DAS AMOSTRAS NA PRODUCAO DE CITOCINAS TNFa (A), IL6 (B), IL10 (C) e IL18 (D) POR CELULAS DO LAVADO
PERITONEAL INCUBADAS POR 24 h, NA AUSENCIA (CONTROLE) E PRESENCA DA FRACAO DE Physalis peruviana.

FONTE:O autor.

NOTA:Meio MEM suplementado com 5% de soro fetal bovino. Os macréfagos aderentes foram incubados por 24 h na auséncia (meio) e presenca da fracao
1A nas concentragdes indicadas. O meio MEM foi utilizado como controle negativo e o LPS (50 ng/mL) como controle positivo. O sobrenadante foi coletado e
utilizado para mensurar, através de kit de ELISA, as quantidades de IL10, IL1, IL6 e TNFa produzidas. Os resultados estdo expressos como médias de

guadriplicatas e desvio padréo. Este experimento foi repetido duas vezes em dias alternados. * Diferenca significativa do meio MEM (controle negativo) em
relacdo ao Tukey (p > 0,05).
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O TNFa é o mediador da resposta inflamatéria aguda a bactérias gram-
negativas mais importante. No entanto esta citocina também € responsével
pelas complicagbes sistémicas das infec¢cdoes graves (ABBAS, LICHTMAN e
PILLAI, 2008). O estimulo mais importante para a secrecao desta citocina é o
LPS que interage com os receptores Toll-like (TLR) de macri6fagos (ABBAS,
LICHTMAN e PILLAI, 2008), no entanto, outros componentes de patégenos
podem interagir com este receptor levando a produgao de TNFa (MEDZHITOV,
PRESTON-HURLBURT e JANEWAY, 1997).

Em relacdo a dosagem realizada, a fracdo 1A promoveu a producéo de
TNFa com uma aparente dose-dependéncia, apesar de ndo haver significancia
pelo teste Tukey (FIGURA 25A). A concentragcdo mais baixa utilizada (5ug/mL)
ja foi capaz de induzir a produgédo de TNFa em 230% quando comparado ao
controle negativo. A concentracdo mais alta (80 pg/mL) induziu 621%. Zhang e
colaboradores (2011) observaram que a producao de TNFa apos o tratamento
de células do baco de ratos Balb/C com o polissacarideo extraido do fruto de
Lycium barbarum (Solanaceae) também foi capaz de aumentar de maneira
dose-dependente a producédo de TNFa. Outros polissacarideos de frutas como
a amora (Morus alba — Moraceae) e o morango (Fragaria ananassa—
Rosaceae) também foram capazes de induzir acima de 600% em comparacao
ao controle negativo a producédo de TNFa (LIU e LIN, 2012).

Na inflamacdo, macréfagos ativados liberam primeiramente citocinas
como o TNFa ou a IL1B e em seguida induzem a secregéo de IL-6 por uma
variedade de tipos celulares (KUNDIG et al., 1993).

A IL6 é umas das citocinas liberadas pelos macréfagos. Sua funcéo
efetora é a ativacdo de linfécitos, induzindo-os a produzir anticorpos e,
portanto, € considerada, juntamente com o TNFa, como citocina pro-
inflamatéria. (MURPHY, TRAVERS e WALPORT, 2010). Enquanto o TNFa tem
sua acao localizada, a IL6 € secretada com o objetivo de entrar na circulacéo
sanguinea e promover efeitos sistémicos (HOPKINS, 2003).

A dosagem de IL6 apds o tratamento com a fragdo 1A demonstrou um
comportamento semelhante ao observado para o TNFa (FIGURA 25B). Apesar
de ndo haver significancia entre as fracdes, observa-se um aumento da
concentracédo de IL6 com o aumento da concentragao da fragao utilizada no

teste. Os mesmos polissacarideos de amora e morango testados para a
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dosagem de TNFa, também foram testados para a producéo de IL6. Como a
andlise dos resultados, os autores perceberam que assim como o TNF a, a IL6
obteve uma expressdo de mais de 1000% em relagdo ao controle negativo, o
que comprova a acado ativadora de macrofago exercida por estes
polissacarideos (LIU e LIN, 2012).

A IL10 é uma citocina inibidora de macréfagos ativados, portanto uma
citocina anti-inflamatéria (ABBAS, LICHTMAN e PILLAI, 2008). Esta citocina €
produzida principalmente por macréfagos ativados e por ser produzida por eles
e ao mesmo tempo ter uma acao inibidora nestas células, esta interleucina tem
a funcao de regular o feedback negativo dos processos inflamatoérios. A acéo
da IL10 é de promover o termino das respostas dos macrofagos e de fazer com
gque o sistema retorne ao seu estado de repouso (ABBAS, LICHTMAN e
PILLAI, 2008).

Na FIGURA 25C, observa-se a producdo de IL10 pelas células
peritoneais de camundongos apos o tratamento com a fracdo 1A. Analisando o
gréfico, verifica-se que ja na concentracdo mais baixa (5ug/mL) ha uma
diferenca significativa em relacdo ao controle negativo. Os mesmos
polissacarideos de amora e morango citados para TNFa e IL6, apresentaram
um aumento da expressao de IL10 quando comparado ao controle. Os autores
sugerem que, mesmo na presenca dos polissacarideos, o balanco entre as
citocinas é mantido, pois as moléculas podem agir tanto como indutoras da
inflamacéo como anti-inflamatdérias (LIU e LIN, 2012).

A Ultima citocina analisada foi a IL1B, os resultados podem ser
visualizados na FIGURA 25D. Esta citocina é pré-inflamatéria com a
capacidade de ativar vias similares aquelas ativadas pelo LPS. Além disso,
esta citocina e o TNFa podem ativar vias inflamatorias que promovem a
producdo de NO™ e ecosaindides (HOPKINS, 1990).

O tratamento das células do lavado peritoneal de camundongos com a
fracdo 1A néo afetou significamente na producédo da IL1B. A concentracdo mais
alta, 80 pg/mL, ndo induziu a producéo de IL1B. Zhang e colaboradores (2011)
observaram que a producéo de IL1B apos o tratamento de células do baco de
ratos Balb/C com o polissacarideo extraido do fruto de Lycium barbarum
(Solanaceae) foi capaz de aumentar de maneira dose-dependente a producéo

de IL18 e de TNFa. Este resultado demonstra que a fragdo 1A induz a
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producdo de IL10 para a parada das reacdes de inflamacédo enquanto que o

polissacarideo de Lycium barbarum induz a producéo de IL1pB.

4.5.2 ATIVIDADES ANTIOXIDANTES IN VITRO

Para a realizagdo dos testes antioxidantes foram escolhidas as fragbes
1A, 3A, 5A, 1A (2), 3A (2), 5A (2), 7A (2), 9A (2), 11A (2) e 12A (2) Hemi A.
Optou-se por estas fracbes, pois as composicdoes monossacaridicas em
conjunto com os espectros de infravermelho demonstram que ha uma
semelhanca entre as fracdes obtidas com as condicbes de extracéo
semelhante.

O teste da formacéo do complexo fosfomolibdénico inicialmente era feito
para determinar o fosfato inorganico da solucdo (FISKE e SUBBARROW,
1925).Entretanto, ap6s modificagbes no meétodo feitas por Chen e
colaboradores (1956)Pietro e colaboradores (1999) observaram que qualquer
agente redutor que é capaz de produzir molibdénio V [Mo(V)] a partir de
molibdénio VI [Mo(VI)] pode ser quantificado por este método, identificando
assim, a capacidade antioxidante total das fragdes.

A FIGURA 26demonstra a capacidade das fragbes em formar o
complexo fosfomolibdénico. A atividade média das fracbes foi de 10% e as
fracbes aquosas quentes de ambos os métodos, 3A e 3A (2), sdo as que
apresentam maiores atividades, 29 e 16% respectivamente. Em relacdo as
outras fracdes, ndo ha diferenca entre os dois métodos, visto que as diferencas
encontradas foram de 3,7% entre as fracdes 1A e 1A (2) e 4,3% entre as
fracOes 5A e 5A (2).
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FIGURA 26 —-PORCENTAGEM DA FORMA(;AO DO COMPLEXO FOSFOMOLIBDENICO
PELAS FRA(;C)ES POLISSACARIDICAS OBTIDAS DE FRUTOS DE Physalis peruviana.
NOTAL: Cada barra representa média percentual £ EPM do poder redutor de 3 experimentos
realizados em triplicata, na concentragéo de 1 mg/mL; AA — acido ascérbico (Img/mL)

FONTE: O autor

O teste das substancias reativas ao &cido tiobarbitlrico tem como
objetivo verificar a capacidade das fracdes em inibir a peroxidacao lipidica. A
oxidacdo dos lipideos de membrana leva a formag¢édo de produtos, como por
exemplo, o radical alquila (L*), o radical alcoxila (LO*) e o radical peroxila
(LOO*) e a consequente perda da funcdo das membranas lipidicas (LIMA e
ABDALLA, 2001). Estes produtos da peroxidacédo tém a capacidade de reagir
com o &cido tiobarbitarico (TBA) e formar o malondialdeido (MDA), um
composto de coloragdo avermelhada que pode ser dosado
espectrofotometricamente (JIANG et al.,2005).

A FIGURA 27 demonstra o indice de atividade antioxidante em lipideos
de gema de ovo (TBARS) das fracGes de P. peruviana.
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FIGURA 27 -INDICE DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE LIPIDEOS DE GEMA DE OVO DAS
FRACOES DE FRUTOS DE Physalis peruviana

NOTAL: Cada barra representa média percentual £ EPM do poder redutor de 3 experimentos
realizados em triplicata, na concentracédo de 1 mg/mL

FONTE: O autor

A atividade média das fracdes foi de 35% sendo a de maior atividade a
fracdo 12A (2) Hemi A enquanto que o padrdo BHT atingiu 64%. Nao ha
grande diferenca entre os dois métodos de extracdo, jA que as diferencas
encontradas foram de 5% entre as fracfes 1A e 1A (2), 1,4% entre as fragOes
3A e 3A (2) e 0,3% entre as fracOes 5A e 5A (2).

O ensaio da quelacédo de ferro visa identificar a capacidade das fracdes
em doar um fon e transformar o fon ferroso (Fe*?) em fon férrico (Fe**). Neste
ensaio, o cloreto ferroso (FeCl,) é utilizado como doador dos fons Fe*? que
serdo oxidados pelas fracdes gerando o Fe*. Apds esta reacdo, o FerroZine é
adicionado. Este composto tem a capacidade de se ligar ao Fe*? que ndo foi
oxidado pelas fracdes, gerando um complexo de cor roxa que pode ser dosado
espectrofotometricamente (DECKER e WELCH, 1990).

A FIGURA 28 demonstra o percentual de quelacdo de ferro atingido

pelas fracdes de P. peruviana.
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FIGURA 28 —PORCENTUAL DE QUELA(;AO DE FERRO OBTIDA PELAS FRA(;C)ES DE
FRUTOS DE Physalis peruviana.

NOTAL: Cada barra representa média percentual £+ EPM do poder redutor de 3 experimentos
realizados em triplicata, na concentracédo de 1 mg/mL

FONTE: O autor

A atividade média das fragdes foi de 13%, sendo que a fracdo 1A foi a
gue atingiu maior atividade (20%) em relacéo ao padrao EDTA. Assim como no
teste do TBARS, as fracdes nao apresentaram diferencas entre os dois
métodos de extracdo, uma vez que as diferencas encontradas foram de 7%
entre as fracfes 1A e 1A (2), 0,3% entre as fracdes 3A e 3A (2) e 1% entre as
fracOes 5A e 5A (2).

Segundo Sati e colaboradores (2010), plantas medicinais sdo uma fonte
natural de compostos antioxidantes. Os metabdlitos secundarios presentes
nestas plantas tais como os flavonoides, compostos fendlicos e polifendlicos
demonstram uma atividade antioxidante eficaz (SATI et al., 2010). KardoSova e
Machovara (2006) afirmam que a literatura relacionada a atividade antioxidante
de metabdlitos secundarios € extensa e que pouco se sabe sobre esta
atividade em polissacarideos. No entanto, embora de forma menos eficaz,
polissacarideos podem apresentar esta atividade (KARDOSOVA e
MACHOVARA, 2006).

Atividades antioxidantes em polissacarideo foram identificadas nos

frutos de Litchi chinensis (Sapindaceae). Na captacdo do radical DPPH, este
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polissacarideo mostrou atividade dose-dependente chegando a atingir 54% de
atividade. O mesmo polissacarideo teve atividade 50% na captacdo do radical
hidroxila e 62% na captacéao do anion superoxido (YANG et al.,2006)

He e colaboradores (2012) encontraram 80% de inibicdo da peroxidacao
lipidica para o polissacarideo do fruto de Lycium barbatum (Solanaceae).
Polissacarideos extraidos de Althaea officinalis (Malvaceae) testados para a
inibicdo da peroxidacao lipidica atingiram até 30% de inibicdo (KARDOSOVA e
MACHOVA, 2006).

Dentro da familia Solanaceae existem diversos géneros de plantas que
apresentam atividade antioxidante de captacdo do radical DPPH pelos seus
metabdlitos secundarios, como por exemplo, a Lycianthes acutifolia (37,7%),
Lycianthes radiata (41,5%), Solanumsp. (35,2%) (MOSQUERA, CORRERA e
NINO, 2009). Ainda dentro desta familia, os frutos de Solanum
torvumapresentaram metabdlitos secundarios capazes de captar o radical
DPPH em aproximadamente 90% e de captar o peroxido de hidrogénio em
86% (WAGHULDEet al., 2011).

No género Physalis, polissacarideos extraidos do célice dos frutos de P.
alkekengi apresentaram 50% de capacidade de captar o radical DPPH, 80% na
captacdo do radical hidroxila e 66% na captacdo do anion superoxido (GE, et
al., 2009).

Puente e colaboradores (2011) afirmam que a maior parte da atividade
antioxidante encontrada no suco do fruto de P. peruviana esta relacionada com
a presenca de polifendis. Alguns autores encontraram atividade antioxidante do
suco do fruto na captacédo do radical DPPH de 190 a 210% e na reducéao do
ferro uma atividade de até 56% (PUENTE et al., 2011).

Para os métodos testados, as fracbes obtidas neste trabalho né&o
apresentaram ativisade antioxidante expressiva. No entanto Soldera-Silva,
(2011) verificou que, a fracdo 1A em diferentes métodos antioxidantes
apresentou atividades maiores. Na determinagé&o do poder redutor, teste com a
mesma finalidade do método da formacdo do complexo fosfomolibdénico, a
fracdo 1A apresentou uma atividade antioxidante de 164,7% na concentracao
de 800 pg/mL em 40 min de reacéo.
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5. CONCLUSOES

Como conclusdes deste trabalho tem-se que as fracbes estudadas
apresentam caracterisiticas de polissacarideos pécticos — com variacdes
quimicas em relagdo a composicdo de carboidratos totais, acidos urdnicos
totais, proteinas totais, grupos acetil e fenois totais, e AGPs.

Houve inlfuéncia da inativacdo enzimaticana extracdo das fracdes,
principalmente no conteudo de AGPs e de carboxilas esterificadas.

A fragdo 1 A, composta de 30% de carboidratos totais, 10% de AGPs,
Ara (18%) e Gal (20%) como monossacarideos majoritarios e 67% de acidos
urénicos, provocou ativacdo de macréfagos, verificado principalmente pela
avaliacdo morfolégica e producao de IL6 e IL10.

A atividade antioxidante foi baixa, quando comparada com padrbes
comerciais, para os métodos testados independente do tipo de polissacarideo
presente nas fracées. No entanto, para outros testes como o do poder redutor,
a fracdo apresentou atividade significativa. No presente trabalho, o melhor
resultado foi obtido no teste das substancias reativas ao acido tiobarbitdrico
(TBARS), onde a média de atividade foi de 35%.

Nas condi¢Oes testadas em relacdo as propriedades imunomoduladoras
e antioxidante as fracGes polissacaridicas dos frutos parecem nao ter uma

influencia significativa nas propriedades terapéuticas desta espécie.
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