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RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi caracterizar a estrutura quimica e toxicidade da pectina do camu-camu
(Myrciaria dubia H. B. K. (McVough). Sua estrutura quimica foi analisada por espectroscopia de absor¢do na regido
do infravermelho (FT-IR), ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e de carbono (RMN 1H e RMN 13C),
analise elementar (AE), calorimetria exploratdria de varredura (DSC) e analise termogravimétrica (TGA/DTG),
assim como ensaio de toxicidade em neutréfilos humanos. Identificou-se grupos hidroxila, a-D-galacturénico, 3-D-
galactopiranosil, Arabinose, L-Ramnose metilada, grupos CH2, grupos carboxilicos metil esterificados e livres, grupos
acetila, grupos carboxilatos e anel piranosidico, assim como grau de metoxilagdo entre 40,8 e 44,7 %. AE indicou
presenga de sodio e nitrogénio a 1,88%, e a degradagao ocorreu acima de 240°C. Nao houve toxicidade da pectina em
neutrofilos. Concluiu-se que a pectina do camu-camu apresentou baixo grau de metoxilagao e auséncia de toxicidade
aos neutrofilos, possibilitando o seu uso biotecnoldgico.

Palavras-chave: Pectina. Myrciaria dubia. Espectroscopia de Ressonancia Magnética. Espectrofotometria
Infravermelho. Testes de toxicidade.

ABSTRACT

The aim of this study was to characterize the chemical structure and toxicity of pectin from camu-camu (Myrciaria
dubia H. B. K. (McVough). Its chemical structure was analyzed by absorption spectroscopy in the infrared region
(FT-IR), hydrogen and carbon nuclear magnetic resonance (1H NMR and 13C NMR), elemental analysis (EA),
exploratory scanning calorimetry (DSC) and thermogravimetric analysis (TGA/DTG), as well as toxicity assay in
human neutrophils. Hydroxyl groups, a-D-galacturonic, 3-D-galactopyranosyl, Arabinose, methylated L-rhamnose,
CH2 groups, esterified and free methyl carboxylic groups, acetyl groups, carboxylate groups and pyranoside ring,
as well as a degree of methoxylation between 40.8 and 44.7%, were identified. EA indicated the presence of sodium
and nitrogen at 1.88%, and degradation occurred above 240°C. There was no toxicity of pectin in neutrophils. It was
concluded that camu-camu pectin presented a low degree of methoxylation and absence of toxicity to neutrophils,
enabling its biotechnological use.

Keywords: Neoplasms. Pectins. Myrciaria dubia. Toxicity tests. Microbial Sensitivity Tests.
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INTRODUCAO

Os polissacarideos naturais sao de especial inte-
resse para algumas dreas, como os setores alimenticio e
farmacéutico. E possivel perceber que nas tltimas déca-
das, houve um crescente interesse na utilizacao desses
compostos bioativos, para vdrias novas aplicacoes
devido a diversas caracteristicas, como biocompati-
bilidade, biodegradabilidade e atividades terapéuticas
(L1U; WILLEOR; XU, 2015, PICCIRILLO; AMARAL, 2018).

Destaca-se, entre os diversos compostos investi-
gados, o papel das substancias pécticas ou pectina,
que sao as denominagdes para um grupo de polissa-
carideos localizados nas paredes celulares das plantas
(VORAGEN et al., 2009). Embora seja mais identificada
pelo seu emprego como espessante e agente gelificante,
colabora na dieta dos seres humanos como fibra solu-
vel, a qual se atribuem alegac¢des de beneficio a saide
(MAXWELL et al., 2012), tais como redugéo da ascensdo
da glicemia pésprandial, auxiliar na manutengao de
niveis normais de colesterol sérico (EUROPEAN FOOD
SAFETY AUTHORITY, 2010), efeito antinefrdtico, antidl-
cerativo, antimetastatico, imunoestimulante (YAMADA,
1996), bem como contribuir na indu¢ido de apoptose
de células tumorais, sendo importante no combate ao
cancer colorretal (OLANO-MARTIN ef al., 2003).

As principais fontes de pectina extraida sao as cas-
cas de frutas citricas e a polpa da maga, ao passo que
outras fontes possivelmente valiosas continuam sendo
investigadas (CANTERI et al., 2012; KHAMSUCHARIT et
al., 2017; LEAO et al., 2019; NGUYEN et al., 2019).

O camu-camu (MYRCIARIA DUBIA H.B.K.
(MCVOUGH) é uma pequena arvore ou arbusto da
familia Myrtaceae, disseminada em margens de rios,
varzeas e igapds de praticamente toda a Amazonia
(INSTITUTO NACIONAL DE PESQUISAS DA AMAZONIA,
2015). Apresenta boas caracteristicas nutricionais, tec-
noldgicas e agrondmicas, embora pouco consumido
in natura devido ao amargor de sua casca e elevada
acidez, sendo mais utilizado para a producio de lico-
res, geleias, néctares e sucos (FUJITA et al., 2013), além
do interesse da industria de cosméticos (INOUE et al.,
2008) devido ao seu conteudo de flavonoides, antocia-
ninas e, em destaque, o elevado contetdo de Vitamina
C (2606mg/ 100g de fruto), que é superior ao identifi-
cado na maioria das plantas fontes da referida vitamina
(NASCIMENTO et al., 2013).
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Mais de trinta diferentes compostos fenolicos foram
identificados no fruto, dentre eles flavanéis (catequi-
nas e seus derivados) e acido elagico (grupos de maior
representatividade), bem como, antocianinas (delfini-
dina 3-glicosideo e cianidina 3-glicosideo), flavondis
(rutina e seus derivados) e flavanonas (naringenina
e derivados de eriodictiol), bem como quantidades
consideraveis de taninos hidrolisados (galo e/ ou ela-
gitaninos) (CHIRINOS et al., 2010).

Além do mais, véarios estudos ja vem revelando
beneficios do camu-camu, como a grande quantidade
de acido ascérbico, polifendis e antocianinas, assim
como propriedades anti-inflamatdria, antiobesidade,
antidiabética, antilipémico, hipoglicemiante, hipoinsu-
linemiante, antigenotdxico e atividade antimicrobiana
(Justi et al., 2000; Inoue et al., 2008; Chirinos et al.,
2010; Viera et al., 2010; Villanueva-Tiburcio; Condezo-
Hoyos; Asquieri, 2010; Yazawa et al., 2011; Akter et al.,
2011; Nascimento et al., 2013; Azevédo et al., 2014;
Fujita et al., 2015; Langley et al., 2015).
camu-camu seja um fruto com grande potencial tera-

Embora o

péutico, sao poucos os estudos in vivo e sua pectina
ainda nao foi estudada (LANGLEY et al.2015).

Diante dos fatos demonstrados e considerando
que 0 camu-camu apresenta pectina em sua estrutura,
com um possivel potencial bioldgico e nutricional, este
estudo teve como objetivo identificar os componentes
estruturais e investigar a citotoxicidade da pectina do
camu-camu [Myrciaria dubia (H. B. K.) McVaugh] em
cultura primaria de neutréfilos humanos.

MATERIAL E METODOS

Os frutos in natura do camu-camu foram adqui-
ridos no comércio local do municipio de Manaus
- AM e transportados congelados para o Laboratério
de Seguranca Alimentar e Nutricional do Centro de
Ciéncias da Satide da Universidade Estadual do Ceara.

Ap6s descongelamento da amostra (cerca de 550g),
as sementes foram separadas manualmente das polpas
com casca, que por sua vez foram homogeneizadas
e entdo acondicionadas em tubos de Falcon, em um
volume aproximado de 45g de polpa homogeneizada
por tubo. Em seguida, as amostras foram liofilizadas
e entdo pesadas para proceder a extragao e purifi-
cagdo da pectina.
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Extracéo e purificacao da pectina

A obtencgdo da pectina do camu-camu foi realizada
conforme Koubala etal (2008), com algumas modifica-
¢des, em sete etapas conforme Quadro 1.
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janela espectral de 20 ppm (1H) e 200 ppm (13C).
Preparou-se uma solugdo da amostra de pectina do
camu-camu na concentragao de 27mg.0,6 mL-1 em
D20 (99,8%) permanecendo em repouso por 24 horas
para completa solubilizagao. A analise foi realizada em

Quadro 1 - Procedimento de obtengdo da pectina do camu-camu.

Em um béquer de 2L, para cada 1g de amostra liofilizada foram adicionados 40 mL de oxalato
de amonia 0,25%. O pH dessa solucéo foi ajustado para 4,6 e a extracdo feita a 80°C, por 1h30,
em placa aquecedora sob agitacdo. Em seguida, ocorreu a filtragdo a vacuo, em que o material
filtrado, foi ajustado o pH para 7,0 com solugdo de 4cido oxélico 2%. Essa etapa se repetiu

A solugdo obtida na Etapa 1 foi concentrada a % do seu volume em rotaevaporador, a 60°C e

Ao concentrado adicionou-se etanol, na propor¢io 3:1 (etanol: solu¢do) para precipitar a

O liquido sobrenadante foi descartado e ao s6lido se adicionou 4,5 litros de dgua deionizada
para ser ressolubilizado, a 40°C, por 4 horas (as etapas 2, 3, 4 e 5 foram repetidas trés vezes).

A solugdo obtida apés as trés repeticoes foi dialisada por cinco dias, utilizando membranas
de microporos com limite de exclusdo de 25KDa, submersas em agua destilada, e trocada

ETAPA PROCEDIMENTO
1
trés vezes.
2
na velocidade 3.
3
pectina, em geladeira, por 24h.
4 A solugdo foi centrifugada a 7500 RPM/10min.
5
6
duas vezes ao dia.
7

Ao final da didlise, a pectina obtida foi liofilizada e disponibilizada para os ensaios seguintes.

Analise da estrutura quimica do camu-camu
Espectroscopia de absor¢ao na regido do infra-
vermelho (FT-IR)

Para obter o espectro da amostra, a pectina do
camu-camu foi triturada em um almofariz de agata
e prensada em pastilhas de KBr sob pressao de 8
toneladas para composicdo da pastilha. O espectro
foi registrado no intervalo de 4000 a 400 cm-1 em
uma resolu¢do de 4 cm-1. A anadlise foi realizada em
um equipamento Perkin Elmer, modelo 16 PC, na
Universidade Federal do Ceara.

Ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
(RMN 1H) e carbono (RMN 13C)

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de
Préton (RMN 1H) e de Carbono (RMN 13C) foram
obtidos num equipamento Brucker Avance-DRX 500
(UsA, CALIFORNIA), com transformada de Fourier,
equipado com uma sonda de detecgdo inversa, ope-
rando em 499.9 MHz (1H) e 125 MHz (13C), numa
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tubos de 5 mm, sob aquecimento de 80 °C, com sinal
da agua residual em 4,2 ppm e os deslocamentos qui-
micos (8) expressos em ppm.

Analise elementar (AE)

A determinac¢do dos elementos quimicos (C, H,
N, S, Na, Ca) presentes na pectina estudada foi por
meio de andlise elementar, realizada na Universidade
de Manchester, Inglaterra, utilizando o equipamento
FLASH 2000 Series CHNS Automatic Elemental
Analizer. Para corroborar a eficiéncia do processo de
purificagdo, realizou-se também a analise de nitro-
génio. Para calcular o teor de nitrogénio protéico na
cadeia polimérica foi utilizado um fator de corre¢dao
(BARROS et al., 2013). Para o célculo de proteina, uti-
lizou-se a formula % Proteina = %N x 6,25

Calorimetria exploratoria de varredura (DSC)

As curvas DSC foram obtidas na faixa de tempe-
ratura entre 0°C e 550 °C, em célula calorimétrica,
sob atmosfera dindmica de Nitrogénio (50 mL.min-1).
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A célula DSC foi calibrada antes dos ensaios no eixo
de temperatura, utilizando padrao de indio (Tfusao =
156,6 °C) metalico com pureza de 99,99%. Utilizou-se
capsulas de aluminio fechadas contendo aproximada-
mente 3 mg de amostra e 10 mg de Alumina (a-Al203)
como referéncia. O aquecimento foi realizado em uma
taxa de 10 °C.min-1 e o equipamento utilizado foi um
DSC 50 da Shimadzu (JAPAO, KYOTO).

Analise termogravimétrica (TGA/DTG)

As curvas TGA foram obtidas em um analisador
termogravimétrico DTG - 600 Hz (SHIMADZU, JAPAO,
KYOTO). As medidas foram efetuadas usando suporte
de amostra de platina, massa de amostra em torno
de 5 mg, razdo de aquecimento de 10 °C.min-1, num
intervalo de temperatura de 12 a 800 °C, em atmosfera
dinamica de nitrogénio, na vazdo de 30 mL.min-1.

Ensaio de toxicidade em neutréfilos humanos

O ensaio de citotoxicidade da pectina em tela foi
realizado em modelo experimental sobre a membrana
plasmatica de neutréfilos. O ensaio foi executado
no Laboratério de Farmacognosia e Tecnologia
Farmacéutica do Departamento de Fisiologia e
Farmacologia da Universidade Federal do Ceara
(UFC). Como fonte de obtencdo de neutrdfilos, foi
utilizado sangue humano de doadores saudaveis
cedido pelo Centro de Hemoterapia e Hematologia
do Ceara - HEMOCE.

Isolamento dos neutroéfilos

Para obtencéo do isolado de neutroéfilos foi utili-
zada a técnica descrita por Henson (1971) e modificada
por Lucisano e Mantovani (1984). O sangue foi cen-
trifugado (Centrifuga Universal 320R, Hettich Inc.)
juntamente com Alserver (anticoagulante), na pro-
porgao de 1-1 v/v em tubos Falcon a 1250 G, por
10 minutos a 25°C. O plasma e a camada branca
(composta principalmente por mondcitos) foram
desprezados com pipeta de Pasteur. Uma solugdo de
gelatina [0,25% em salina (p/v)] foi adicionada (o
dobro do volume do sangue) para gerar uma separagao
entre neutréfilos e demais componentes sanguineos.
Apds, o sangue foi incubado em estufa a 37°C por 15
minutos. Em seguida, o sobrenadante foi retirado,
transferido para outro tubo, adicionado salina (0,9%)
na proporgao de 1-1 v/v e centrifugado a 800 g, por
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10 minutos a 25°C. Formou-se um pellet de células
(precipitado). O sobrenadante foi descartado, o pellet
ressuspenso com solucdo salina (3mL em cada tubo,
totalizando 9mL), completado com NH4CI 0,83%
(com pH 7,2 a 37°C) e deixado incubando em estufa
a 37°C por 5 minutos. Depois, foi centrifugado a 800
G, por 10 minutos a 25°C, retirado o sobrenadante,
ressuspenso com solucéo salina (até completar 10mL
em cada tubo) e centrifugado novamente a 800 g, por
10 minutos a 25°C. Em seguida, foi retirado o sobre-
nadante, ressuspenso com HanKk’s gel [meio nutritivo
para as células (3mL com pH 7,4)] e centrifugado a
800 g, por 10 minutos a 25°C.

Apos o isolamento, foi mensurado o nimero de
neutrofilos adquiridos por meio de dilui¢ao em liquido
de Tiirk e contabilizados em cdmara de Neubauer.

Os neutrdfilos utilizados foram mantidos em seu
estado basal, procurando preservar, a0 maximo, as
mesmas caracteristicas que in vivo no momento da
coleta do material.

Contagem de células viaveis por liquido de Tiirk

O liquido de Tiirk é uma solucédo que cora leve-
mente os leucdcitos provocando seu evidenciamento
para que seja possivel sua contagem. Para tanto, foi
inserido em um eppendorf e homogeneizado, 380uL
do liquido de Tiirk (solugdo de acido acético 2%) e
20pL do isolado de neutrdfilos. Logo apos, foi colo-
cado 10pL da solugao sobre a plataforma central da
camara de Neubauer até ocupar toda a area reticulada.
As células foram contadas nos quatro quadrantes da
camara. Ao final, somou-se os valores encontrados e
dividiu-se pelo nimero de quadrantes contados.

Teste de exclusdao por Azul de Tripan

O Azul de Tripan ¢ um corante acido integrado
somente por células ndo viaveis, gracas a lesdes na
membrana plasmatica; sua assimilagao significa dano
irreversivel da membrana, antecedendo a morte celular
(MINERVINI, FORNELLI, & FLYNN, 2004).

A viabilidade celular foi estabelecida, de maneira
preliminar, por meio do ensaio de exclusiao por
Azul de Tripan a 0,1%, no qual, 100uL do isolado
de neutréfilos (5 x 106 células/mL) foram inseridos
a um eppendorf contendo o mesmo volume de uma
solugdo do referido corante e, apds 10 minutos em
repouso, as células foram contadas em uma cadmara
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de Neubauer e analisados quanto a sua viabilidade,
sendo determinada pela contagem de 200 neutrdfilos
em microscopia dptica comum.

A suspensao celular dos doadores foi avaliada,
obtendo uma média de 90+2,52% de viabilidade.

Atividade da Lactato Desidrogenase (LDH)

Neutrofilos de doadores (2,5 x 106 células/mL)
foram inseridos em placa de cultura celular de 96 pogos
e incubados a 37°C por 15 minutos na presenga de
Hank’s (células nio tratadas) ou Triton X-100 (0,2%-
controle positivo) na propor¢ao de 135uL de células
+ 15puL de agua destilada [apenas o veiculo (controle
negativo) ou com concentragdes da pectina (1pg/mL,
10 ug/mL, 25 pug/mL, 50 ug/mL e 100 pg/mL)] ou
Triton. Em seguida, as placas foram centrifugadas a
800 g, por 10 minutos a 4°C, e os sobrenadantes trans-
feridos para os pogos de outra placa.

O ensaio, no qual utilizou-se o Kit LDH Liquiform
(Labtest S.A.), consiste na medi¢ao do decaimento da
absorbancia em 340nm em consequéncia da oxidagao
do NADH, a qual ¢é relativo a atividade da LDH na
amostra. Aliquotas de 270uL de substrato (reagente de
trabalho) + 30uL da amostra de sobrenadante foram
inseridas para os pogos de outra placa, homogeneiza-
das e executada a leitura da absorbancia em 340nm
nos tempos 1 e 3 minutos a 37°C, em espectofotometro
(HTX Multi-Mode Microplate Reader, Synergy Inc.).
A atividade da enzima LDH foi calculada seguindo-se
as especifica¢des do fabricante da seguinte maneira: A
= [(A1-A2)/2] x 1587,3

Onde:

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

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

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

1587,3 = fator de calculo estipulado pelo fabricante
para volume de amostra de 30uL.

Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada através dos pro-
gramas GraphPad Prism 5.02 (EUA) e Excel 2013
(Microsoft, EUA), conforme apropriado. Todos os tes-
tes foram feitos em triplicata e os resultados expressos
pela média + erro padrao da média (E.P.M.). Para veri-
ficar a normalidade dos dados, utilizou-se o teste de
Kolmogorov-Smirnov e para comparar as médias entre
os grupos foi feita a Analise de Variancia (ANOVA
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de uma via) seguida do pos-teste de comparagao
multipla de Tukey, para a comparag¢ao entre os gru-
pos. Para todas as andlises, foi considerado p<0,05
como significante.

RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com a analise de infravermelho (Figura
1) foi possivel observar uma banda larga e de forte
intensidade em 3422 cm-1 referente ao estiramento de
grupos hidroxila (O-H), estando associada a presenga
de agua no polissacarideo, bem como as interagdes
de hidrogénio inter e intramoleculares das unida-
des de 4cido galacturénico (GNANASAMBANDAM, &
PROCTOR, 2000); também apresentou em 2924 cm-1
banda correspondente ao estiramento C-H de grupos
CH2. As bandas vibracionais em 1745 e 1637 cm-1
sao atribuidas aos estiramentos de grupos carboxilicos
metil esterificados (C=0) e aos grupos carboxilatos
(COO-), respectivamente. A banda em 1637 cm-1 foi
acompanhada pela banda em 1442 cm-1 sendo corres-
pondentes aos estiramentos assimétrico e simétrico do
grupo carboxila, respectivamente. Bandas vibracionais
atribuidas ao anel piranosidico foram encontradas em
1153 e 1022 cm-1, que corresponde a regiao denomi-
nada “impressdo digital” de polissacarideos (abaixo
de 2000 cm-1).

Asbandas por volta de 1750 cm-1 (grupos de éste-
res carboxilicos) e em torno de 1630 cm-1 (4acidos
carboxilicos desprotonados) sdo de especial interesse
para as pectinas, pois podem ajudar a identificar graus
de metoxilagdo que estdo correlacionados com as refe-
ridas bandas espectrais (Figura 2). O calculo baseia-se
na medida da razdo entre a drea da banda de 1740
cm-1 e a soma das areas das bandas de 1740 cm-1 e
de 1630 - 1600 cm-1.

Apbs os calculos a partir do espectro de infraver-
melho, a pectina do camu-camu apresentou grau de
metoxilagdo de 44,7%, sendo classificada como de
baixa metoxilacdo (GM < 50%) (BEAULIEU, TURGEON,
& DOUBLIER, 2001).

No espectro de RMN 1H da pectina do camu-camu
(Figura 3), os sinais relativos aos hidrogénios anomé-
ricos H-1 e H-5, adjacentes aos ésteres metilicos de
acidos galacturdnicos, localizam-se na regiao entre
4,96 - 5,08 ppm. Para a determinagao do grau de meto-
xilagdo da pectina ¢é calculada a razdo entre a integral
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adjacente ao éster (ICOOME) com a soma das integrais
de H-5 adjacente ao éster (1cooME) e H-5 adjacente
ao carboxilato (ICOO-) (ROSENBOHM et al. 2003).
O valor de GM encontrado para a pectina do camu-
-camu, portanto, foi de 40,8%, estando préximo do
valor encontrado através do infravermelho. Assim,
a pectina do camu-camu pode ser classificada como
sendo de baixa metoxila¢io.

No espectro de RMN de 13C da pectina do
camu-camu (Figura 4) foi possivel observar os desloca-
mentos quimicos correspondentes a regido anomérica
do acido a-D-galacturonico, evidenciado pelos sinais
em & 108,19 ppm (a-L-arabinose), 104,91 ppm, 100,65
ppm e 99,69 ppm. Os sinais em 79,24 ppm, 75,09 ppm,
73,94 ppm, 71,09 ppm e 61,39 equivalentes aos car-
bonos C4, C5, C3, C2 e C6, respectivamente, ligados
as unidades 3-D-galactopiranosil. Em campo muito
baixo observa-se o sinal em § 171,13 ppm, correspon-
dente ao C-6 de grupos carboxilicos metil-esterificados
e livres. O sinal em 53,39 ppm ¢ atribuido ao grupo
metila ligado a um ester (0-METIL) do C-6 do anel
piranosidico. Os sinais vistos em 17,13 ppm e 29,49
ppm sdo atribuidos a grupos metila ligados a ram-
nose e metila ligado a grupos acetila (OAc-CH3),
respectivamente.

Por meio da analise elementar foi encontrado
40,24% de carboidrato, 6,38% de hidrogénio, < 0,3%
de enxofre e 0,52% de célcio. Observou-se que apds
o isolamento da pectina do camu-camu foi detectado
a presenca de sodio (0,47%), podendo ser devido a
utilizacdo de NaOH na etapa de neutralizagdo. O teor
de nitrogénio da pectina do camu-camu foi de 1,88%,
correspondendo a 11,75% de proteina. Para efeito
comparativo, o valor de proteina encontrado foi acima
do obtido para a pectina do melao, de 5,82%, isolada
nas mesmas condi¢oes (SOUSA, 2015).

Na curva de DSC da pectina do camu-camu
(Figura 5A) foi observado um pico endotérmico em
162°C, relacionado a eliminagdo de d4gua da amos-
tra. Picos endotérmicos entre 75 °C e 150 °C, onde
0 pico maximo encontra-se em torno de 100 °C, sao
caracteristicos de evaporagdo de agua do material
(EINHORN-STOLL, & KUNZEK, 2009).

Foram observados dois picos exotérmicos em
242°C e 295°C que sugerem que a degradagdo do
polissacarideo ocorre em temperaturas acima de
240 °C. Picos exotérmicos iniciando em torno de
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200 °C e terminando no intervalo de 240 °C a 280
°C sdo caracteristicos de degradagdo da amostra,
como despolimerizagdo da cadeia (EINHORN-STOLL,
& KUNZEK, 2009).

O termograma da amostra de pectina do camu-
-camu (Figura 5B) demonstrou, primeiramente, um
evento referente a eliminac¢ao de agua presente na
amostra, no intervalo de temperatura de 12 °C a 110
°C, com o pico maximo em 24 °C e perda de massa
associada de 14%. Acima de 200°C foram observa-
dos trés eventos referentes a degradagao da cadeia da
pectina, em 207°C, 242°C e em 280°C, com perda de
massa total de 54%. Eventos ocorridos entre 200 °C e
400°C sao atribuidos a decomposi¢ao ou despolime-
rizagdo da cadeia polimérica ou da matéria organica
(EINHORN-STOLL, KUNZEK, & DONGOWSKI, 2007;
GHAFFARI et al., 2007).

A Figura 6 reproduz o efeito da pectina do camu-
-camu em neutréfilos humanos mensurada por meio
da enzima LDH. Verificou-se que a pectina nas con-
centracdes 1, 10, 25, 50 e 100 pg/mL nao induziu
aumento da atividade da LDH, o que indica auséncia
de toxicidade (179,2+19,14; 185,7+19,04; 174+17,58;
200,4+24,96; e 170,2+16,9 U/L, respectivamente),
quando comparada ao grupo veiculo (184,1+18,73U/L)
e HBSS (180,9+18,55U/L).

A suspensio de neutrofilos na presenca de Triton
X-100 (0,2% v/v) (padrao citotoxico positivo) exi-
biu uma citotoxicidade importante, representada
pelo aumento significativo da atividade de LDH
(375+40,55U/L), quando comparados aos neutrofi-
los ndo tratados com o Triton X-100.

Varios estudos de citotoxicidade tém como alvo a
liberagdo da enzima lactato desidrogenase (LDH). Isso
porque a principal caracteristica das células necrdticas
é a permeabilizagdo da membrana plasmatica. Por con-
seguinte, essa permeabilizagdo pode ser observado por
meio de testes de cultura celular analisando a liberacao
da enzima lactato desidrogenase no fluido extracelular.
Esse ensaio basea-se na absorbancia colorimétrica em
placas de microdilui¢ao, sendo um método util para a
deteccdo de necrose (KENDIG, & TARLOFF, 2007; CHAN,
MORIWAKI, & ROSA, 2013).

A atividade dessa enzima citosolica é classificada
como um marcador sensivel de membrana integra.
Portanto, sua deteccio no meio extracelular indica
morte celular ou, ao menos, perda de sua integridade.

VOLUME 7 2020



VIANA ET AL.

Figura 1 - Espectro de absor¢do por FT-IR da pectina do camu-camu.
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Figura 2 - Bandas do infravermelho da pectina do camu-camu utilizadas para calculo do GM
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Figura 3 - Espectro de RMN 'H da pectina do camu-camu.
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Figura 5 - Curva de DSC da pectina do camu-camu (A) e Termograma da amostra de pectina do

camu-camu (B).
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Figura 6 - Avaliagdo da toxicidade da pectina do camu-camu em neutré6filos humanos mensurada pela

atividade da enzima lactato desidrogenase (LDH).
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NUTRIVISA — REVISTA DE NUTRIGAO E VIGILANCIA EM SAUDE

2018



Por isso, é considerada de facil execucdo, bem
como um dos métodos mais sensiveis para aferir a
viabilidade celular (LOPES et al., 2013).

Apesar do teste de LDH ja ser bem descrito na
literatura como um ensaio eficiente para averiguar a
citotoxicidade de uma determinada substancia, o refe-
rido exame funciona como um marcador de membrana
integra, ndo detectando possiveis danos internos, como
nas mitocondrias, por exemplo. Destarte, poder-se-ia
realizar o teste de MT'T, ja descrito anteriormente, para
avaliar possiveis lesdes mitocondriais. Assim, como
principal limitagdo do presente experimento esta a nao
realiza¢ao do ensaio de MTT para viabilidade celular
como complemento do experimento de LDH, a fim
de se evitar questionamentos acerca da toxicidade da
pectina do camu-camu em neutréfilos de humanos.

Por conta da pectina do camu-camu néo ter sido
considerada tdxica para seres humanos no nivel
celular, poder-se-ia elaborar outros trabalhos com o
polissacarideo em tela, para investigar sua relagdo com
a microbiota intestinal, suas possiveis propriedades
promotoras da saude e/ ou preventivas de doengas
cronicas nao transmissiveis, como é o caso do cancer.

A microbiota intestinal influencia o metabolismo e
aimunidade do hospedeiro. Assim, essa relagdo entre
microrganismos e intestino pode ser um possivel alvo
de interesse terapéutico no enfrentamento do cancer
(BINDELS; THISSEN, 2016).

Pectinas provenientes de diversas fontes tém
caracteristicas distintas para fornecer metabdlitos
microbianos e para interferir na composi¢do da micro-
biota intestinal. A constitui¢do da fibra fermentavel
na dieta, além de alterar a composi¢ao da microbiota
intestinal, também o faz no pulmao, principalmente a
propor¢ao de Firmicutes para Bacteroidetes nos refe-
ridos 6rgaos (MIN et al., 2015).

Belcheva e Martin (2015) reconhecem a impor-
tancia das fibras dietéticas ao afirmarem que estas
provocam mudangas na populagido microbiana, e
assim, afetam consideravelmente o curso do cancer
colorretal, haja vista que alguns trabalhos cientificos
expdem uma relagdo inversa entre o risco de cancer
de cdlon e a ingestao de fibras alimentares (ZENG;
LAZAROVA; BORDONARO, 2014).

Jiang et al. (2016) estudaram o efeito da pectina da
maca na barreira e microbiota intestinal, bem como
o ganho de peso corporal e endotoxemia metabdlica
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em um modelo de inducdo de obesidade em ratos.
Foi encontrado que no grupo administrado com a
pectina houve uma reducdo no colesterol sérico e no
ganho de peso. Embora a dieta de indugao de obesi-
dade tenha promovido o aumento de firmicutes e a
diminuic¢do de bacteroides na microbiota intestinal,
a administra¢ao da pectina restabeleceu a microbiota
as mesmas quantidades do grupo controle. Além do
mais, o grupo pectina diminuiu a inflamagéo, endo-
toxemia metabdlica e a expressao de TLR-4 no ileo.
Os autores sugeriram que a pectina da ma¢a poderia
diminuir a inflamacao e a endotoxemia metabdlica,
assim como modular a microbiota intestinal, supri-
mindo o ganho de peso corporal.

Sousa et al. (2015) avaliaram o efeito hipoglicémico
da pectina extraida de P. glandulosa em camundongos
diabéticos. Apos 30 dias de tratamento, os resultados
indicaram efeito hipoglicemiante nas doses de 200,
400 e 600mg/kg de peso corporal, sendo que a pri-
meira ndo apresentou hepatotoxicidade e toxicidade
renal nos animais.

Silva et al. (2011) estudaram os efeitos da pectina
proveniente da Passiflora edulis em ratos diabéticos,
no modelo de edema de pata induzido por carragenina
e na mieloperoxidase secretada por neutrofilos huma-
nos. Os animais receberam doses didrias de 0,5-25mg/
kg (por gavagem oral) de pectina durante 5 dias. O
tratamento reduziu os niveis de triacilglicerdis e gli-
cemia, assim como houve diminui¢ado na liberacdo de
mieloperoxidase (0,1-100ug/mL) e volume do edema.
Ademais, ocorreu decaimento parcial de TNF-a e da
enzima sintase indutora de 6xido nitrico, como tam-
bém reducao significativa da infiltracao de neutrofilos.
Ao final, os pesquisadores afirmaram que a referida
pectina tem potencial como tratamento alternativo do
diabetes tipo II.

Zhu et al. (2013) investigaram os efeitos da pec-
tina isolada de Crataegus pinnatifida em camundongos
alimentados com dieta hiperlipidica. Os resulta-
dos demonstraram uma diminui¢ao significativa de
LDL-C, colesterol total sérico e hepatico, assim como
da expressdo génica das enzimas ACAT e HMGCR.
Enquanto isso, houve aumento significativo dos acidos
biliares fecais, expressdo génica do colesterol 7a-hi-
droxilase e HDL-C sérico. Dessa forma, os autores
alegaram que a pectina estudada tem grande poten-
cial para melhorar o metabolismo do colesterol.
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Em fungao dos efeitos benéficos das pectinas apre-
sentados nos estudos retrocitados e suas caracteristicas
tisico-quimicas, o referido polissacarideo vem sendo
utilizado pela industria alimenticia ou farmacéutica
no desenvolvimento de produtos, a fim de lhes con-
ferir melhores caracteristicas, seja quanto ao aspecto
tecnologico ou como promotor da saide (BEZERRA;
FERNANDES; RESENDE, 2014; CONCEIGAO; FERNANDES;
RESENDE, 2016; PHUONG; HOA; HA, 2016; RODRIGUEZ-
GARCIA et al., 2016; TUNG et al., 2016).

Além do mais, vérios estudos ja vem revelando
beneficios do camu-camu, como a grande quantidade
de acido ascdrbico, polifendis e antocianinas, assim
como propriedades anti-inflamatdria, antiobesidade,
antidiabética, antilipémico, hipoglicemiante, hipoinsu-
linemiante, antigenotdxico e atividade antimicrobiana
(JustI et al., 2000; Inoue et al., 2008; Chirinos et al.,
2010; Viera et al., 2010; Villanueva-Tiburcio, Condezo-
Hoyos; Asquieri, 2010; Yazawa et al., 2011; Akter et al.,
2011; Nascimento et al., 2013; Azevédo et al., 2014;
Fujita et al., 2015; Langley et al., 2015).

Destaca-se a importancia de novas pesquisas com a
pectina do camu-camu, a fim de compreender melhor
todos as suas propriedades e possiveis beneficios.

CONCLUSAO

A partir do espectro de infravermelho a pectina
de camu-camu foi classificada como de baixa metoxi-
lagdo, enquanto os polissacarideos identificados por
FT-IR, RMN 1H, RMN 13C apresentaram importancia
biotecnoldgica. Por sua vez, o resultado do ensaio de
citotoxicidade revelou auséncia de toxicidade, sendo
possivel seu consumo por seres humanos.
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