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RESUMO

O aproveitamento industrial do maracuja atinge apenas 25% do total do fruto e as
cascas do maracuja, que representam 50% desse total, sdo descartadas, mas
podem ser utilizadas na extracdo de pectina. Estudos recentes indicam que a
pectina, tanto nativa quanto modificada, apresenta atividade antitumoral. Assim, este
trabalho teve por objetivo avaliar a citotoxicidade de pectinas do albedo do maracuja
em linhagens tumorais. Foi feita a extracdo e a modificacdo quimica da pectina do
albedo de maracuja, submetido a trés diferentes tratamentos. Tanto a matéria-prima
guanto a pectina foram caracterizadas por analises especificas. A citotoxicidade das
pectinas sem tratamento, autoclavada e autoclavada modificada, foram avaliadas
em linhagens tumorais Jurkat, HeLa e HRT-18. A casca do maracuja representou
54,7% do total do fruto. As farinhas do albedo do maracujd sem tratamento e
branqueada mostraram-se ricas em fibras solGveis e insolUveis. A farinha e a pectina
autoclavada apresentaram maior teor de compostos fendlicos; no entanto, a pectina
branqueada reteve mais compostos fendlicos provenientes da matéria prima. As
pectinas modificadas apresentaram menor grau de metoxilagdo e menor massa
molar, comparada as pectinas nativas, confirmando o processo de modificacdo. O
melhor efeito de citotoxicidade foi obtido em células Jurkat tratadas com pectina
autoclavada modificada, com ICsy de 2,63 mg mLt. O céalculo do indice de
Seletividade (IS) indicou que que a pectina autoclavada modificada apresenta baixa
toxicidade para células saudaveis. Em conclusdo, os resultados demonstram
promissor potencial antitumoral para a pectina autoclavada modificada, que precisa
ser melhor explorado.

Palavras-Chave: albedo de maracuja, pectina modificada, células Jurkat.



ABSTRACT

The passion fruit industrial use reach only 25% of the total fruit and passion fruit peel,
representing 50% of the total, are discarded, but can be used in the extraction of
pectin. Recent studies indicate that pectin, modified so as native, has antitumor
activity. This study aimed to evaluate the cytotoxicity of pectin of passion fruit peel in
tumor cell lines. Extraction has been made and the chemical modification of pectin of
passion fruit peel, subjected to three different treatments. Both the raw material and
pectin were characterized by specific analyzes. The cytotoxicity of untreated pectins,
modified autoclaved and autoclaved were evaluated in tumor lines Jurkat, HeLa and
HRT-18. The peel of passion fruit represented 54.7% of total fruit. The passion fruit
peel flour bleached untreated and shown to be rich in soluble and insoluble fibers.
The flour autoclaved pectin showed higher content of phenolic compounds; however,
bleached pectin retained more phenolic compounds from the raw material. The
modified pectins had a lower degree of methoxylation and lower molecular weight
compared to native pectins, confirming the modification process. The best effect
Cytotoxicity in Jurkat cells treated with autoclaved pectin modified with 1Csy of 2.63
mg mL™. The calculation of the selectivity index indicated that the modified
autoclaved pectin has a low toxicity to healthy cells. In conclusion, the results
demonstrate a potential antitumor promising for autoclaved modified pectin, that
needs to be further exploited.

Keywords: passion fruit peel, modified pectin, Jurkat cells.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Modelo da representacédo estrutural de cadeia de pectina......................... 17
Figura 2: Representagcfes de possiveis estruturas quimicas de pectinas modificadas
.................................................................................................................................. 20
Figura 3: Farinhas do albedo do MaraCuja............cccceeriiiiiiiiiiiiiieeeee e 34
Figura 4: Amostras de pectina extraidas do albedo do maracuja...................ccceeeen. 36
Figura 5: Perfil de Massa Molar das pectinas nativas e modificadas do albedo do

= U= Lo 1 - T 43
Figura 6: Efeito das pectinas do albedo do maracuja sobre a viabilidade de células
JUIKAL, HELA € HRT =18 ..oeiieii ittt e et e e e e e e e e e e e aaas 44
Figura 7: Efeito da pectina do albedo do maracuja autoclavada modificada sobre a
viabilidade de lINfOCItOS NOIMAIS.........evviieiiiiiee e e a7

Figura 8: Efeito da pectina do albedo do maracuja autoclavada modificada sobre a
viabilidade celular de células Jurkat ..............ccccoeoiiiiiiiiiiii e 49

Figura 9: Microscopia de fluorescéncia de células Jurkat tratadas com pectina
autoclavada modificada e coradas com laranjado de acredina e brometo de etidio .50

Figura 10: Inducéo de condensacdo da cromatina em células Jurkat tratadas com
pectina autoclavada modificada ............oooeuuviiiiii i 51

LISTA DE QUADROS

Quadro 1: Efeito benéfico a saude de diferentes fontes vegetais de pectina............ 20

LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Percentual das fragBes do MaracCuja ..........cc.eeeeeeeeeeiiiiiiiiiiieeeeee e 33
Tabela 2: Composicdo centesimal das farinhas do albedo do maracuija................... 34

Tabela 3: Determinacdo dos compostos fendlicos totais das farinhas do albedo do
g 1= T U - RSP 35

Tabela 4: Determinacdo dos compostos fendlicos totais das pectinas do albedo do
IYVATACUJA. .. 37

Tabela 5: Determinacdo do teor de metanol para as pectinas do albedo do maracuja
Nativas € MOIfICATAS ..........oveeeiiiiie e e e e e e e e e e e e e 38

Tabela 6: Determinacéo do teor de acido anidrogalacturénico das pectinas do albedo
do maracuja nativas € modificadas. ...........cccoeiiiiieiiiiiiiiii s 38

Tabela 7: Determinacdo do grau de metoxilacdo de pectinas nativas e modificadas.

Tabela 8: Determinacdo do teor de acgUcares neutros para as pectinas nativas e
[ pToTe 1 or= T = LS 40



Tabela 9: 1Csy para as pectinas sem tratamento, autoclavada e autoclavada

modificada, calculado para células tumorais em CUltiVO ..........cccceeviiiiiiiiiiiiiiiiiinen 46
Tabela 10: indice de seletividade da pectina autoclavada modificada ..................... 48
Tabela 11: Distribuicdo do ciclo celular em diferentes fases (%) de células Jurkat
tratadas com pectina autoclavada modificada..............ccoeeveeviiiiiiiii i 52

LISTA DE EQUACOES

Equacao 1:Grau de MetOXilaGa0 ..........cccoviiiiiiiiiiiiiie e e e e e e eennnes 26
Equacdo 2: Viabilidade CelUlar ..o eeeaees 28
Equacéo 3:indice de Seletividade dos Linfécitos e células Jurkat...............c..c.......... 30



SUMARIO

(RS0 ] 510070 TR 12
1.1 OBJIETIVO GERAL ...outiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 12
1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ......coeieeceeeee ettt 13
2. REVISAO DE LITERATURA ....ooiiiiiece ettt 14
2.1 MARAGCUJA ...ttt ettt e s 14
2.1.1 Producéo e industrializaG8o de MaracCuja............cccceeeriiiiiiiiiiieieeeee i 15
2.1.2 Farinha do albedo dO MaracCuja...........cccoeeeeiiiiiiiiiiiiii e 15
2.2 PE CTIN A 16
2.2.1 ESIIULUIA QUIMMICA ...etvieeeieiee ettt e et e e e e e e e et ee e e e e s 16
2.2.2 Extracao e aplicacdo indusrial de pectina ...........cccoeeeeeeiiiiieiiiiiiie e, 18
2.2.3 Propriedades farmacologicas das pectinas nativas..........cccccceeeeeeeeeeeeeeeevvvnnnnnn. 19
2.3 PECTINA MODIFICADA ... 20
3. METODOLOGIA .. 23
3.1 FARINHA DO ALBEDO DO MARACUJA ..ottt 23
3.2 CARACTERIZACOES DAS MATERIAS-PRIMAS .......ccoviviiieiieieee e, 23
3.3 EXTRACAO DA PECTINA .. .oooiiiieceeee e ettt ettt te e sae e sreeneenes 24
3.4 MODIFICACAO DA PECTINA .. .ooviieieceeee et eee e ee ettt 24
3.5 ANALISES ESPECIFICAS PARA PECTINA ..ottt 25
3.5.1Teorde Metanol ... 25
3.5.2 Teor de ACidO galaCturOnICO ........coeeeeeiiieiiiice e e e e e eeeanes 25
3.5.3 Célculo do grau de MetoXilaGAO ........cceeeeiiiiiiiiiiiiieee e 26
3.5.4 Teor de aCUCAreS NEULIOS. .......cccovveiiuiiiiieeeeeeeeeeeea e e e e e e e e e e e et e e e e e e e eeeeraaaas 26
3.5.5 Perfil de Massa MOIar.........cooooeeiiii e 26
3.6 ENSAIOS BIOLOGICOS ..ot siete ettt seene e 27
3.6.1 Avaliacao in vitro do efeito CItOtOXICO........cccoviiiiiiiiie e, 27
3.6.2 Determinacédo da citotoxicidade e calculo da concentracao Inibitéria 50% (ICsp)
das células tumorais Jurkat, HeLa € HRT-18 ........oiiiiiiiiiiieiieeeeeee e 27
3.6.3 Determinacdo da citotoxicidade da pectina autoclavada modificada sobre
células normais (linfécitos isolados do sangue periférico humano)........................... 29
3.6.4 Determinacdo do indice de seletividade (IS) para pectina autoclavada
[gaTeTo 1 1Tor=To F- U PP 29
3.6.5 Avaliacdo do mecanismo de acdo associado a citotoxicidade da pectina
autoclavada modificada para células Jurkat...............cccceeeeieieiiiiiiiiiiie e, 30
3.6.5.1 Ensaio de integridade de membrana...............ccoo 30
3.6.5.2 Avaliacéo do processo de morte celular...........cccoovveieiiiiieiiiiiiiiie e, 30
3.6.5.3 Avaliacéo da integridade e condensacao de cromatina ...............cooeevvvvvnnnnnn. 31

3.6.5.4 Analise do ciclo celular por citometria de fluXo ..., 31



3.7 ANALISE ESTATISTICA .o ettt et e e et e e et e e 32

4, RESULTADOS E DISCUSSAOQ ..ottt 33
4.1 COMPOSIQAO CENTESIMAL DA MATERIA-PRIMA.......ccooiiieiieeeeeeeeee e 33
4.2 PECTINAS DO ALBEDO DO MARACUJA........ccoeiiieeeeeeeeeeeeeeee e 36
4.3 ANALISES ESPECIFICAS PARA PECTINA ....ooiiieeeeeeeeeeeee e 37
v J0t R = To | oo (= 4 0T = g o | USRS 37
4.3.2 Teor de ACidO galaCtUrOnICO .........uuuiiieeeeieiieeiiiiie e e e e 38
4.3.3 Grau de MEetOXIIACAD .........cceiiieiiiiiiie e e 39
4.3.4 Teor de aGUCAreS NEULIOS. .......ceiiiiiiiiiiieee e e e e e ettt e e e e e e e e s s sibbbe e ee e e e e e s e e ananbeees 40
4.3.5 Perfil de MasSa MOIAr...........ooooiiiiiiiie e 42
4.4 ENSAIOS BIOLOGICOS ......oooeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt ete et saesae e 43
4.4.1 Determinagéo da citotoxicidade das pectinas sem tratamento, autoclavada e
autoclavada modificada sobre células tumorais............cccceeeeeee 43
4.4.2 Determinacado da citotoxicidade e calculo da concentracao Inibitoria 50% (ICso)
das células tumorais Jurkat, HeLa € HRT-18 ..o, 46
4.4.3 Determinacdo da citotoxicidade da pectina autoclavada modificada sobre
células normais(linfocitos isolados do sangue periférico humano)............cccvvveeeeee.n. 47
4.4.4 Determinacdo do indice de seletividade (IS) para Pectina Autoclavada
1Y/ Fo o 111 o= o - SRR 48
4.45 Avaliacdo do mecanismo de acdo associado a citotoxicidade da pectina
autoclavada modificada para células Jurkat..............ccceeeeeeii 48
4.4.5.1 Ensaio de integridade de membrana.........cccccccvvviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee 48
4.4.5.2 Avaliacdo do processo de morte celular..............oooovvvviiiiiiiiicieceeeee e 49
4.4.5.3 Avaliagdo da integridade e condensacao de cromatina ..............coeeeeeeeeennnne. 51
4.4.5.4 Analise do ciclo celular por citometria de fluX0...........cccoovviiiiiiiiiiiiiieeiiinn 52
5. CONCLUSAOD ...ttt ettt 55

REFERENCIAS ..o e e e e ettt 56



12

1. INTRODUCAO

Apesar do crescente aumento da producdo e industrializagdo do maracuja no
Brasil, o aproveitamento desse fruto atinge apenas 25% do total. Os residuos, como
cascas e sementes, sdo empregados em racao animal ou descartados.

As cascas podem ser utilizadas na producdo de farinha, com beneficios a
saude dos consumidores em funcdo de seu teor de fibras, como acdes
hipercolesterolémica, contra a Diabetes Mellitus tipo 2 e auxiliando no
emagrecimento.

A partir da farinha de albedo, uma das porc¢des da casca, pode ser obtida a
pectina, um complexo de polissacarideos, com estrutura quimica ainda nao
elucidada. Devido a sua capacidade de geleificacdo, € utilizado como coloide
estabilizador, que promove também o aumento da viscosidade de diversos produtos.

Estudos recentes indicam que a pectina, tanto a nativa quanto a modificada,
apresenta atividade antitumoral, com efeitos comprovados para diversos tipos de
cancer, além de ser eficiente na inibicdo do virus HIV e auxiliar em tratamentos
guimioterapicos.

Neste trabalho, buscou-se fornecer subsidios para melhor aproveitamento do
albedo de maracuja, produzindo farinhas com diferentes tratamentos, como
branqueamento e autoclavagdo, bem como sua caracterizacdo centesimal
aproximada. A partir dessas farinhas, incluindo a sem tratamento, foram extraidas
pectinas, bem como a modificacdo quimica. Ao todo, foram obtidas seis amostras
diferentes de pectina, com estruturas quimica caracterizadas. As pectinas sem
tratamento, autoclavada e autoclavada modificada foram selecionadas para
evidenciar o possivel efeito citotoxico positivo em células cancerigenas em ensaios

in vitro.

1.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a citotoxicidade de pectinas do albedo do maracuja em linhagens

tumorais.



13

1.20BJETIVOS ESPECIFICOS

v

v

Obter farinha de albedo de maracujd sem tratamento, branqueada e
autoclavada;

Caracterizar a composi¢ao centesimal aproximada das farinhas, incluindo o
teor de compostos fendlicos totais;

Extrair pectinas das farinhas do albedo do maracuja com diferentes
tratamentos;

Modificar quimicamente as pectinas extraidas;

Caracterizar seis amostras de pectina quanto ao teor de metanol, acido
galacturdnico, grau de metoxilacdo, acUcares neutros, perfil espectral e
massa molar;

Avaliar o efeito citotoxico, in vitro, das pectinas sem tratamento, autoclavada e
autoclavada modificada sobre linhagens tumorais Jurkat (modelo de linfocito
T de origem leucémica), HeLa (adenocarcinoma de cérvix uterino) e HRT-18
(cancer do colon retal).

Fornecer indicios do mecanismo de acdo pelo qual a pectina do albedo do
maracuja autoclavada modificada exerce citotoxicidade em células Jurkat,
referente a integridade de membrana, processo de morte celular,

condensacéo da cromatina e ciclo celular.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 MARACUJA

Originado na América do Sul, o maracuja pertence a familia Passifloracea.
Existem varios tipos do fruto, mas apenas alguns possuem potencial comercial,
como maracujid amarelo (Passiflora edulis flavicarpa), roxo (Passiflora edulis sims) e
doce (Passiflora alata). O maracuja amarelo apresenta qualidade superior, devido ao
maior tamanho do fruto, resisténcia a pragas e longo periodo de safra. O periodo de
producdo varia de oito a doze meses, sendo encontrado em diversas regides do
Brasil (BRASIL, 2011).

Os frutos apresentam 5,5 cm de diametro, 11 g de agucares totais, 32 mg
100g™ de &cido ascérbico, 3885 mg 100g™ de carotenoides e o pH da polpa
geralmente € préximo a trés, caracteristico de frutos citricos (KULKARNI;
VIJAYANAND, 2010), sdo constituidos de cinco partes: flavedo, albedo, arilo, polpa
e sementes. O flavedo (exocarpo) representa a parte externa do fruto, de coloragao
verde e amarelo ou laranja quando maduro; o albedo (mesocarpo) representa a
parte interna fruto, geralmente com coloracdo branca. O conjunto de flavedo e
albedo é conhecido popularmente como casca. O arilo € uma pelicula que protege a
polpa (endocarpo) e as sementes (FAEP, 2014).

Até os anos 60, o maracuja era encontrado apenas em hortas familiares e
apés a descoberta de seu potencial ansiolitico, iniciou-se a exploracdo comercial
(MELETTI, 2011). A importancia comercial esta voltada ao suco concentrado, mas
também pode ser consumido in natura (FERRARI; COLUSSI; AYUB, 2004) e
utilizado na producéo de doces, geleias, mousses e sorvetes (KLIEMANN, 2006).

Tanto o consumo in natura quanto o processo de concentracdo do suco gera
grande quantidade de residuos, como cascas e sementes (CANTERI et al., 2010a),
geralmente direcionados a producéo de racdo animal ou descartados. As cascas do
maracuja variam de 50 a 60% do peso total do fruto, as sementes variam entre 20 a
25%. Portanto, apenas de 20 e 25% do total apresenta valor comercial efetivo
(FERRARI; COLUSSI; AYUB, 2004; OLIVEIRA et al., 2002; CANTERI et al., 2012).

Uma alternativa para o aproveitamento dos subprodutos da produgao do suco
pode ser representada pela extracdo de pectina da casca e de 6leos essenciais das
sementes (CANTERI et al., 2012; WILLATS; KNOX ; MIKKELSEN, 2006). A casca
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do maracuja apresenta substéncias importantes para a nutricdo humana, como
fibras sollveis e insolaveis, vitaminas, minerais, compostos fendlicos, flavonoides e
outros antioxidantes (ESPIRITO-SANTO et al., 2013; MATINEZ et al., 2012).

2.1.1 Producdo e industrializacdo de maracuja

No Brasil, a producéo de frutas tropicais aumentou 50%, comparando-se 0Ss
periodos entre 2001 a 2011. O pais representa 4,5% da producdo mundial, que por
sua vez, apresentou um crescimento de 28% no mesmo periodo (FAO, 2014a; FAO,
2014b; FAO, 2014c; FAO, 2014d).

O Brasil esta emergindo como um grande produtor mundial de maracuja
(MELETTI, 2011), segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (2014),
nos ultimos trés anos, a producdo de maracuja foi de 870 mil toneladas, sendo o
nordeste responsavel por 70%.

As principais empresas brasileiras produtoras de suco de maracuja sao:
Maguary, Coca Cola, Brasil Kirin, Grupo Pao de Acucar e General Brands (CANTERI
et al., 2012).

2.1.2 Farinha de albedo de maracuja

As cascas do maracuja tem potencial benéfico a salude e poderiam ser mais
exploradas pelas industrias, visando a complementacao alimentar e também agregar
valor ao subproduto (DE OLIVEIRA et al., 2002).

A partir da casca do maracuja, principalmente do albedo, é possivel obter a
farinha, através do processo de secagem e moagem (CANTERI et al., 2010b).

Devido ao alto teor de fibras soluveis, a farinha da casca do maracuja €
benéfica a saude, pois reduz o LDL colesterol, a glicemia e a colesterolemia
(RAMOS et al, 2007; BARBALHO et al.,, 2012). A suplementacdo de uma
alimentacao balanceada com essa farinha, pode auxiliar no tratamento de obesidade
e Diabetes Mellitus tipo 2, bem como reduzir o LDL colesterol e aumentar o HDL
colesterol (JANEBRO et al., 2008).

A farinha da casca do maracuja pode ser aplicada no desenvolvimento de
iogurtes probidticos com baixo teor de lipideos, bem como reduzir o tempo de

fermentacao e tornar o produto mais consistente, em funcéo da presenca de pectina
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(SANTO et al, 2012), também aplicada em embalagens comestiveis
(NASCIMENTO; CALADO; CARVALHO, 2012) e utilizada como matéria-prima para
producao de pectina (ELLENDERSEN et al., 2014).

Encontrada em farmacias, é indicada para reducédo de glicemia e colesterol
(CANTERI, et al., 2010b). Existem diversas empresas que produzem farinha da
casca do maracuja, como Phytomare, Fibra Mais, Natural Life, Mamagé, dentre
outras (CANTERI et al., 2012).

2.2 PECTINA

As substancias pécticas estdo localizadas na parece celular dos vegetais,
contribuindo para complexos processos fisiolégicos, como crescimento celular,
capacidade de retencdo de agua, rigidez e integridade do tecido das plantas,
desempenhando papel importante no combate a pragas e patégenos (VORAGEN et
al., 2009).

A pectina é conhecidga ha mais de 200 anos. Em 1790 foi descoberta pelo
Quimico Vauquelin; em 1824, o composto foi caracterizado pelo Quimico Braconot,
gue a denominou de pectina e em 1923 Smolenski sugeriu que representava a
estrutura de um polimero complexo (CANTERI et al., 2012 b; WILLATS; KNOX;
MIKKELSEN, 2006). Entretanto, sua estrutura quimica ainda ndo esta elucidada
(LECLERE; CUTSEM; MICHIELS, 2013).

2.2.1 Estrutura quimica

Caracterizada como um polimero, composto de a-D-acido galacturdnico
unidos por ligagdes glicosidicas a (1-4), as pectinas formam uma molécula complexa
(MAXWELL, et al., 2012).

Indmeros monossacarideos constituem a molécula de pectina, que podem
apresentar conformacdo piranosidica ou furanosidica, apresentando mais de vinte
ligacdes diferentes, formando estruturas quimicas distintas (THIBAULT et al., 1991;
VINCKEN et al., 2003; VORAGEN et al., 2009).

Um dos modelos aceitos da molécula de pectina, considera regides
homogalacturanas, rhamnogalacturonanas (I e |Il), xilogalacturanas e &acido
galacturénico (YAPO, 2011; LECLERE; CUTSEM; MICHIELS, 2013). Nas cadeias
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laterais, podem ser encontradas moléculas de agucares neutros como a ramnose, a
fucose, a arabinose, a xilose, a manose, a galactose e a glucose (WICKER et al.,
2014), o mais complexo composto de origem natural (VORAGEN et al., 2009). Na
Figura 1, pode-se observar uma das representacdes estruturais da cadeia de

pectina.

Py gy 1% o
k!
Representacio convencional

Ramnogalacturonana 1

Homogalacturonana

Ramnogalacturonana IT

¥ Acetil éster 9§ Metil éster
@ Acido galacturbnico (GalA) @ Ramnose (Rha)
& Apiose (Api) @ Fucose (Fuc)
@ Acido acérico (AceA) @ Galactose (Gal)
4 @ Arabinose (Ara) 0 Xilose (Xyl)
0 Acido glucurbnico ® Acido cetodeoximano-
o Acido deoxi-lixoheptulo octulopiranosilimico (KDO)
piranosildrico (Dha)
-l

1% 1

Alternativa proposta

Figura 1. Modelo da representacéo estrutural de cadeia de pectina
Fonte: WILLATS; KNOX; MIKKELSEN, 2012.

Extraida a partir de diversas matérias primas, a pectina apresenta estruturas
quimicas diversificadas, com modificacbes em suas propriedades (YAPO et al.,
2007; YAPO, 2011), compostas principalmente de moléculas de acido galacturénico,
parte das estruturas quimicas podem estar esterificadas, e podem ser substituidas
por grupamentos metilas, denominadas de grau de metoxilagdo (SRIAMORNSAK,
2003).

O albedo citrico (laranja e lim&o) e a polpa de macé (bagaco de magd) sdo as
principais fontes utilizadas para extracdo de pectina. No entanto, algumas fontes
permanecem desvalorizadas pela industria, em funcéo de propriedades estruturais e
rendimentos indesejaveis (WILLATS; KNOX; MIKKELSEN, 2006).
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Existem inUmeras fontes com potencial para extracdo de pectina, como Aloe
vera (LIGNIG et al., 2014.), ambarela (KOUBALA et al., 2008a.), banana (GOPI et
al., 2014.), beterraba (FISSORE et al., 2013.), cenoura preta (UNAL ; BELLUR,
2009.), brocolis (HOUBEN et al., 2011.), cenoura (RIBAS-AGUSTI et al., 2013.),
chicéria (VRIESMANN ; PETKOWICZ, 2013.), cacau (SIEW-YIN; WEE-SIM, 2013.),
colza (JEONG et al., 2014.), fruta do dragdao (MUHAMMAD et al., 2014.), figo (RUI-
HONG et al., 2012.), uva (MINJARES-FUENTES et al., 2014.), banana verde (GOPI
et al., 2014.), ameixa japonesa (BASANTA et al., 2012.), manga (KOUBALA et al.,
2008b.), mamao (OTONI et al.,, 2014.), maracuja (YAPO et al., 2006;), pességo
(ZHOU et al., 2014.) abdbora (CUI; CHANG, 2014.), morango (POSE et al., 2012;),
girassol (WANG; CHEN; LU, 2014.) e tomate (ANTHON; BARRET, 2012.).

2.2.2 Extracao e aplicagdo industrial de pectina

A extracdo de pectina depende de varios fatores associados a matéria-prima,
como clima, solo e maturidade do fruto. O &acido nitrico €& tradicionalmente
selecionado como extrator, devido a apresentar baixa corrosdao em tubulacdes de
aco inox. De fato, o tipo de extracdo, a matéria prima, o acido e temperatura
empregados no procedimento, influenciam na funcionalidade da pectina obtida
(CANTERI et al., 2012).

A matéria prima seca e triturada é suspensa em agua para hidratacdo, com
adicdo de acido nitrico, numa solucéo fracamente acida, com aquecimento durante
um tempo estabelecido para extracdo (CANTERI et al., 2010 b).

Os acidos utilizados na extracdo podem ser citrico, latico e tartarico. As
condicbes do processo podem diferir no pH, variando de 1,5 a 3,0, no tempo
variando de 0,5 a 6,0 horas, em temperatura entre 60 a 100 °C e também na
proporcao solido-liquido (SAKAI et ai, 1993).

Em adicdo ao método tradicional de extracdo, pesquisadores testam novas
metodologias para aumentar a produtividade e reduzir a degradacdo da matéria-
prima. Tem sido propostas alternativas como a utilizacao de enzimas (PTICHKINAA,
MARKINAA; RUMYANTSEVAB, 2008), micro-ondas (MARAN et al, 2014; MARAN et
al, 2013), ultrassom (MINJARES- FUENTES et al, 2014), alta presséao (GUO et al, de
2012) e alta presséo hidrostatica (GUO et al., 2014).
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Em 1926, na Califérnia, foi inaugurada a primeira fabrica de pectina do
mundo, a produg&o no Brasil iniciou somente 28 anos depois, em 1954, na cidade
de Limeira, Sdo Paulo. As principais industrias mundiais de pectina séo: Cargil, CP
Kelko, Danisco, Degussa, Herbestreith & Fox, Obipectin, Pektowin Jaslo (CANTERI
et al.,, 2012). O consumo mundial de pectina atingia, ja h4 mais de cinco anos,
19.000 toneladas (KLIEMANN, 2006).

A pectina tem as propriedades geleificante, espessante, texturizante,
emulsificante e estabilizante, devido ao comportamento coloidal em solucéo
(ESPIRITO-SANTO et al., 2013; MAXWELL et al., 2012). Pode ser aplicada em
produtos como geleias, doces light, doce em calda (DE OLIVEIRA et al., 2002),
iogurtes (ESPIRITO-SANTO et al., 2013) e barra de cereal (SILVA et al., 2009).

2.2.3 Propriedades farmacologicas das pectinas nativas

Dentre as propriedades benéficas relacionadas ao consumo de pectina, além
das propriedades das fibras dietéticas (MAXWELL et al., 2012), que favorecem a
reducdo de peso corporal, por imobilizacdo de nutrientes no intestino, bem como o
aumento da sensacdo de saciedade (TUOPING et al., 2014), também atribui-se a
pectina a funcdo de impedir a absorcdo de metais pesados e toxinas, favorecendo
ainda a biodisponibilidade de ferro no organismo (SERGUNCHENKO;
KOLENCHENKO; KHOTIMCHENKO, 2007). Destaca-se no Quadro 1, mais alguns
efeitos benéficos a saude proporcionado pelas pectinas.

Cumpre ressaltar que a literatura ainda é escassa em relacdo aos estudos
com a pectina do albedo do maracuja. Destacamos aqui o estudo de Silva e
colaboradores (2012) que estudaram polissacarideos isolados do maracuja amarelo
(Passiflora edulis flavicarpa) e avaliaram suas propriedades antitumorais in vivo e

afirmam que exibiu efeitos antitumorais.
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Quadro 1: Efeito benéfico a saude de diferentes fontes vegetais de pectina

Fonte

Efeito

Autoria

Pectina da Laranja
Pectina da Maca

Pectina citrica

Pectina citrica
Pectina citrica

Pectina citrica comercial

Pectina citrica comercial

Reducdo dos niveis séricos do
colesterol e triglicerideos.
Atividade antitumoral.

Inibicdo da replicagdo do virus
HIV (Virus da Imunodeficiéncia
Humana).

Controle da colesterolemia.
Atividade imunomoduladora.
Redugdo da Sindrome do
Comportamento induzido por
endotoxinas.

Aumento da biodisponibilidade

do ferro.

Fietz; Salgado, 1999.

Waldecker et al., 2008.
Norren et al., 2009.

Eufrasio et al. 2009.
Popov et al., 2013.
Sherry et al., 2010.

Miyada;
2011.

Nakajima; Ebihara,

2.3PECTINA MODIFICADA

A modificacao quimica da pectina € produzida pela hidrélise da pectina nativa,

resultando em uma mistura rica em acido galacturdnico, galactose e arabinose

(COURTS, 2013). Esse processo consiste na saponificacdo, por ajuste de pH para

10 e posteriormente até pH 3 (PLATT, 2009). Em seguida, o produto pode ser

neutralizado, ajustando-se o pH para 6 ou 7. E importante aguardar 30 minutos na

reacdo de saponificacdo, bem como 15 minutos na neutralizacdo do composto
(STAPLES; ROLKE, 2013). Podem ser observados na Figura 2, exemplos de

estrutura quimica de pectinas modificadas.
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n- : Cadeia curta com residuos de aclcares neutros, Gal: Galactose, Rha: Ramnose, GalA: acido
galactur6nico, Ara: arabinose; X: qualquer um dos agUcares neutros (ramnose, fucose, arabinose,
xilose, manose, galactose e glucose); p: conformacéo piranosidica; f: conformacéao furanosidica

Figura 2: Representagfes de possiveis estruturas quimicas de pectinas modificadas
Fonte: STAPLES; ROLKE, 2013.

Quanto aos beneficios a saude, a pectina modificada pode inibir a metastase
de tumores malignos, bem como a adesdo celular (PLATT, 2009), apresenta
atividade antitumoral e imunomoduladora, visto que estudos recentes indicam que
esse composto inibe a proliferacdo de células cancerigenas, tais como: leucemia,
colon, préstata, pulmao, entre outros. Adicionalmente, pode agir sinergicamente em
varios tratamentos quimioterapicos (MAXWELL et al., 2012; MORRIS et al., 2013;
BERGMAN et al., 2010; GLINSKI; RAZ, 2009).

Estudos demonstram que a pectina citrica modificada atua no bloqueio da
galectina-3 (marcador tumoral), como inibidor competitivo ao ligante natural dessa
proteina, mecanismo ainda ndo elucidado. A galectina-3 desenvolve uma resisténcia
do organismo a medicamentos utilizados no tratamento de diversos tipos de cancer,
regulando o crescimento, a adesao e a proliferacao da célula cancerigena e também
inibe a apoptose celular, induzida por agentes quimioterapicos, quando bloqueia a
acao de proteinas pré-apoptoticas. No entanto, se essa proteina for bloqueada, nao
havera interferéncia no tratamento (FUKUMORI; KANAYAMA; RAZ, 2007;
GLINSKY; RAZ, 2009).

Yan; Katz, (2010) estudaram a pectina citrica modificada (PectaSol) e
verificaram que houve a inducao de apoptose de células de cancer de préstata, tanto
humana quanto de camundongos. Uma patente referente a pectina citrica
modificada foi registrada em 2009 nos Estados Unidos, com a descrigédo do efeito da
pectina citrica modificada tanto in vitro quanto in vivo para cancer de pulmao,
portanto inibindo a metastase e também a adesdo de células cancerigenas no
organismo (PLATT, 2009).

Ramachandra et al. (2011) testaram o efeito de pectina citrica modificada em
células leucémicas in vitro e observaram indugdo a apoptose celular, além de
propriedades imunoestimulantes do composto.

Fica claro que as propriedades antitumorais dos polissacarideos estdo sendo
estudadas. Todavia, Zong; Cao; Wang (2012) afirmam que deve-se avaliar

primeiramente a citotoxidade do composto, em seguida, sua atividade



22

imunomoduladora e por fim o efeito sinérgico do composto estudado com os

medicamentos j4 existentes para o combate a diversos tipos de cancer.
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3 METODOLOGIA

3.1 FARINHA DO ALBEDO DO MARACUJA

Os frutos de maracuja amarelo (Passiflora edulis flavicarpa) foram
adquiridos na cidade de Ponta Grossa (PR), proveniente da safra de 2013,
maduros (amarelo casca-firme) e sem danos aparentes.

Os maracujas foram higienizados, sendo o flavedo removido em descascador
mecanico e a polpa retirada manualmente, bem como sementes e arilo. Determinou-
se o percentual de cada parte do fruto, polpa, sementes, arilo, albedo e flavedo por
meio de pesagem das fracbes em balanca analitica.

Foram produzidas trés farinhas, sem tratamento, branqueada e autoclavada.
Para a obtencdo da farinha sem tratamento, o albedo foi submetido a desidratagcéo
em estufa de circulagdo de ar a 60 °C por 48 horas.

Com relacdo a obtencéo da farinha branqueada, houve o contato direto com
agua em ebulicdo por 3 minutos, seguido da imersdo em banho de gelo, até atingir a
temperatura ambiente, os albedos foram centrifugados em sacos de tecido sintético
para eliminar o excesso de agua.

Quanto a farinha autoclavada, albedo foi submetida a desidratacdo em estufa
de circulacdo de ar a 60 °C por 48 horas, seguido pelo tratamento em autoclave
vertical Phoenix Equipamento Cientifico, AV75 n° 4726) por 30 minutos a 120 °C.

Todas as farinhas foram trituradas em moinho de facas, embaladas e
armazenadas em recipientes herméticos a temperatura ambiente, utilizadas como

matéria prima para a extracao de pectinas.

3.2 CARACTERIZACAO DAS MATERIAS-PRIMAS

Foi determinado o rendimento das farinhas com relagcdo ao peso inicial dos
albedos para todas as farinhas. A composicao centesimal aproximada das farinhas
foi estimada pelo teor de umidade, por secagem direta a 105 °C; teor de cinzas,
apos calcinacao por tratamento térmico a 550 °C a 5 horas; teor de proteinas, pelo
método de Kjedahl e fator de correcéo de 6,25 de acordo com a metodologia de IAL
(2008); teor de fibras solluveis e insolaveis pelo método enzimatico gravimétrico de

acordo com Freitas et al. (2008).
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Os compostos fendlicos das farinhas foram estimadas pelo método de Folin
Ciocalteau, utilizando a metodologia de Singleton et al. (1999) com adaptagdes. Foi
utilizada 1g de cada amostra, adicionou-se 50 mL de etanol 70%, mantido em
refrigerador a 4 °C, centrifugou-se por 10 minutos a 12.000g, para a extracado dos
compostos fendlicos. Retirada uma aliquota de 100 pL de cada amostra, adicionou-
se 8,4 mL de agua destilada e 0,5 mL de Folin Ciocalteau, homogeneizou-se em
vortex, antes de completar 3 minutos de reacdo. Adicionado 1 mL de solucdo de
carbonato de soédio saturada, recém preparada e filtrada. As amostras
permaneceram em repouso durante uma hora em temperatura ambiente, com leitura
em espectrofotometro UV/VIS (FEMTO, modelo 800 XI) a 720 nm. Para expressar

os resultados, acido tanico e catequina foram utilizados para curva-padréo.

3.3 EXTRACAO DA PECTINA

Para os efeitos de comparacdo entre as farinhas do albedo do maracuja
utilizadas, extraiu-se pectina com 4 gramas de farinha, suspensa em solucéo de
acido nitrico a 50 mM, mantida por 1 hora para hidratacdo da amostras,
posteriormente aquecida em Incubadora Shaker (Tecnal Te-420) a 55 °C por 12
horas a 100 rpm. Essa suspenséo foi filtrada em tecido sintético e resfriada a 4 °C,
sobre a qual se adicionou dois volumes de etanol para a precipitagéo da pectina. O
sistema foi mantido em repouso por 30 minutos, filtrou-se para retirada do gel de
pectina, mantido em contato com etanol P.A. por 1 minuto, com prensagem posterior
e macerou-se em acetona, também por 1 minuto, seguida de nova prensagem.

As amostras de pectina foram mantidas em estufa de circulacdo de ar a 40 °C
até massa constante, armazenadas em recipientes herméticos a temperatura
ambiente (20-30 °C). Essas amostras foram denominadas de Pectina Sem
Tratamento, Pectina Branqueada e Pectina Autoclavada.Calculou-se o rendimento
das pectinas com relagéo as farinhas obtidas.

3.4 MODIFICACAO DA PECTINA

As amostras de pectina foram modificadas de acordo com a metodologia

proposta por Staples; Rolke (2013) com adaptacdes. Foram pesados 300 mg de
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cada amostra, adicionadas de 30 mL de agua Milig, mantidas em estufa a 50 °C por
24 horas para a formacgao de um gel. O pH das amostras foi ajustado: para 10 com
NaOH 3M, seguido de repouso por 30 minutos, para novo ajuste para pH 3 com
HNO3; 55 mM, seguido de novo repouso por 15 minutos e posterior neutralizacéo
para 7 com NaOH 3M. Foram adicionados dois volumes de etanol para precipitacao
das pectinas. Posteriormente a filtracdo em tecido sintético, as amostras foram
desidratadas em estufa de circulacdo de ar a 50 °C, até massa constante e
armazenadas em recipientes herméticos a temperatura ambiente (20-30 °C).

Essas amostras de pectina submetidas ao tratamento quimico foram
denominadas de Pectina Sem Tratamento Modificada, Pectina Branqueada

Modificada e Pectina Autoclavada Modificada.

3.5. ANALISES ESPECIFICAS PARA PECTINA

3.5.1 Teor de metanol

O metanol foi determinado apdés a saponificacdo das pectinas. Foram
pesados 10 mg de cada amostra de pectina, em duplicata, adicionou-se 0,4 mL de
CD3;OH - 99,8%, 3,8 mL de agua ultra-pura e 0,8 mL de KOH 1M, com
homogeneizacdo em vortex por 10 segundos. Em seguida, realizou-se a dosagem
em cromatografia gasosa acoplada a espectroscopia de massa (CGMS- QP 2010-
SHIMADZU/ AOAC 5000 AUTO INJECTOR Coluna UB-WAX LINEAR) com
Programa GCMS- Real Time Analyse em modo head space. Cada amostra
permaneceu em banho termostatico a 50 °C por 8 minutos, com injecéo posterior da
substéancia volatilizada (RENARD et al., 2009; INRA, 2014a).

3.5.2 Teor de acido galacturdnico

Utilizaram-se as mesmas amostras da determinagdo do metanol previamente
congeladas e descongeladas a temperatura ambiente, diluidas na proporcao de 1:5.
Utilizou-se 0,5 mL de cada amostra, em duplicata, adicionou-se 3 mL da NaBH,
0,0125M diluido em 1 L de H,SO4 concentrado e homogeneizou-se em vortex.

As amostras foram mantidas em banho termostéatico a 80 °C por 10 minutos e

resfriadas em banho de gelo até temperatura ambiente. Adicionou-se 50 pL de
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MHDP e homogeneizou-se em vortex. Nesta etapa, hd produgcdo da coloragédo
résea, determinada em espectrofotdmetro a 520nm de absorbéancia (INRA, 2014b).

3.5.3 Calculo do grau de metoxilacao

O grau de metoxilagéo foi estimado pela raz&o molar entre a concentracéo de
metanol e a concentracdo molar de acido galacturdnico, expressa pela equacédo 1.
massa molar do metanol

DM (%) = 100

massa molar do metanol+massa molar do acido galacturdnico

1)
3.5.4 Teor de aglicares neutros

A metodologia proposta por Sloneker (1972) foi utilizada com adaptacdes. Na
cromatografia gasosa com derivatizacdo em alditois, foi utilizado 1 mL de amostra
hidrolisada adicionada de solucdo padrdo de inositol 1mg mL™, neutralizada com
NH; 33%, até pH 9. Em seguida, adicionou-se 0,1 mL de solucdo NaBH, recém
preparada (100 mg mL™), mantendo os tubos em repouso por 1 hora para reducao
dos alditois. Posteriormente neutralizou-se com 3 mL de C4HgO3, adicionado a uma
aliquota de 300 uL da amostra para promover acetilagao por 30 minutos. Utilizou-se
N-metil-imidazol como catalizador da reacgéao.

Houve a separagdo dos acetatos de alditois, soluveis na fase apolar, pela
adicdo de 3 mL de CH,Cl, e 5 mL de agua na primeira lavagem e nas quatro
lavagens posteriores, foi adicionado KHCO3;. A fase polar ou aguosa foi eliminada
com o auxilio de uma bomba a vacuo, até ndo haver residuos de acido acético. A
fase apolar foi transferida para tubos préprios de injecdo no cromatografo gasoso. A
temperatura de injecéo foi de 250 °C, com padrdes de ramnose, fucose, arabinose,
xilose, manose, galactose, glucose e inositol, todos na concentracdo de 1 g L™
(INRA, 2014c).

3.5.5 Perfil de massa molar
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O perfil de massa molar das amostras foi obtido por cromatografia de
exclusdo estérica. As amostras foram dissolvidas em solugdo de NaNO, (0,1M)
contendo NaN3 0,5 g L™, também utilizada como eluente. A anélise foi realizada em
equipamento de multideteccdo com refratometro diferencial Waters 2410 e detector
de multiangulo e espalhamento da luz a laser, foram acopladas ao equipamento de
multideteccdo quatro colunas para deteccao Waters Ultrahydrogel 2000/ 500/ 250 e
120. As amostras foram previamente filtradas em membrana de acetato de celulose
(0,22 pm de Milipore) e injetadas a 1,5 mg mL™. Os resultados foram analisados

pelo software Wyatt Techonoly ASTRA.

3.6 ENSAIOS BIOLOGICOS

3.6.1 Avaliacao in vitro do efeito citotdxico

A avaliacao in vitro do efeito citotoxico das pectinas foi realizada em células
Jurkat, modelo de linfocito T, de origem leucémica, em células HelLa derivadas de
adenocarcinoma de cérvix uterino e na linhagem HRT-18 de origem tumoral col6on
retal.

Todas as células foram cultivadas em meio RPMI 1640 pH 7,4 contendo 10%
de SFB (Soro Fetal Bovino), suplementado com 24 nmol L™ de bicarbonato de sédio,
2 mmol L™ de glutamina, 10 000 U de penicilina e 10g de estreptomicina L™.

Para determinacdo da citotoxidade foram empregadas apenas as pectinas
sem tratamento, autoclavada e autoclavada modificada, com base no trabalho de
Hao et al. (2013). As amostras de pectina foram preparadas na concentracéo de 16
mg mL™?, como solucdo de estoque. Para tanto, foram pesadas e expostas por 20
minutos a luz ultravioleta em camara de fluxo laminar, para esterilizacdo dos
compostos. Apoés, foram dissolvidas em meio RPMI com 10% de SFB, mantidas em
incubadora a 37 °C com 5% de CO; por 24 horas até completa solubilizacéo.

Posteriormente, foram mantidas em refrigerador a 4 °C, até 30 minutos antes do uso.

3.6.2 Determinagdo da citotxicidade e calculo da concentracéo Inibitoria 50% (ICso)

das células tumorais Jurkat, HeLa e HRT-18
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Avaliou-se a viabilidade celular das linhagens Jurkat, HeLa e HRT-18 tratadas
com diferentes concentracdes das pectinas, sendo 1 mgmL™, 2 mgmL™, 4 mg mL™
e 8 mg mL™. Empregou-se a técnica de reducédo do MTT (4,5 dimetiltiazol-2yl)-2-5-
difenil-2H tetrazolato de bromo que apresentam a atividade das desidrogenasses
mitocondriais, por conseguinte, atividade metabdlica celular, conforme descrito por
Mosmann (1983).

As células Jurkat (1 x 10° células mL™) foram plagqueadas em 24 pocos,
devido ao desenvolvimento em suspensdo, incubadas pelo periodo de 24 horas,
posteriormente tratadas com as amostras de pectina nas diferentes concentracoes e
incubadas pelo periodo de 72 horas. A suspensao celular foi transferida para tubos
de 1,5 mL e centrifugada por 1200 rpm por 5 minutos. Foram adicionados 200 uL da
solugdo de MTT 5 mg mL™ 1:10 volume. As células foram incubadas por 30 minutos
e centrifugou-se por 2500 rpm por 5 minutos. Foram adicionados 200 uL de
dimetilsulféxido (DMSQO) para solubilizagdo dos cristais de formazam gerando a
coloracédo purpura, com a reducao do MTT.

As células Hela (0,08 x10° células mL™) e HRT-18 (0,1 x 10° células mL™)
foram plaqueadas em 96 pocos, devido ao desenvolvimento em aderéncia (fixam-se
na placa), incubadas pelo periodo de 24 horas, posteriormente tratadas com as
amostras de pectina nas diferentes concentra¢des e incubadas pelo periodo de 72
horas. O sobrenadante foi descartado e adicionou-se 200 puL de MTT 5 mg mL™ 1:10
volume. Essas células foram incubadas por 2 horas e 30 minutos e descartou-se 0
sobrenadante, com adicdo de 200 uL de dimetilsulféxido (DMSQO) para avaliar a
reducdo do MTT.

As leituras foram feitas em espectrofotdmetro a 550 nm e a viabilidade celular

foi determinada de acordo com a equacéo 2.

S média da abs da amostra
Viabilidade (%) = 100

média da abs do controle

Abs: absorbancia (2)

Os resultados da viabilidade celular obtidos no ensaio de redugdo do MTT

foram utilizados para o calculo do ICsg das células tratadas com as pectinas pelo
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periodo de 72 horas. Os cdlculos para a determinacdo da concentracdes
inibitérias (ICso) foram realizados utilizando o Software Estatistico Graph Pad Prism
versao 5. A citotoxicidade foi expressa como a concentracdo da amostra que induziu
morte celular em 50% das células e calculada pela regresséo de Probit com método

de Finney, utilizando o Software Estatistico StatPlus versao 5.8.4.

3.6.3 Determinacdo da citotoxicidade da pectina autoclavada modificada sobre

células normais (linfécitos isolados do sangue periférico humano)

Os linfécitos normais foram coletados de um Unico pesquisador do projeto
(mulher jovem saudavel, ndo fumante e sem uso de nenhum tipo de medicamento).
A amostra de 40 mL de sangue foi acondicionada em tubos a vacuo contendo
anticoagulante EDTA (Etilenodiamina Tetraacético).

Para separacdo dos linfocitos, utilizou-se o reagente Histopaque 1077. O
sangue foi diluido em igual volume de tampéao salina fosfatada (PBS), em um tubo
contendo 6 mL de sangue diluido, adicionou-se 3 mL de Histopaque. Os tubos foram
centrifugados a 2500 rpm por 30 minutos a 4 °C. Para obtencdo das células
mononucleares de interface foi utilizada pipeta de Pasteur previamente esterilizada.
As células obtidas foram diluidas em 10 mL de tampdo salina fosfatada (PBS) e
centrifugou-se a 1200 rpm por 10 minutos a 4 °C, descartou-se o sobrenadante.

As células foram suspensas em 20 mL com meio RPMI e incubadas a 37 °C
com 5% de diéxido de carbono (CO?) por 2 horas, para separacédo dos monécitos
aderidos na garrafa de cultura. A cultura foi transferida para tubo de 50 mL,
centrifugou-se a 1200 rpm por 5 minutos a 4 °C e os linfécitos foram suspensos em 5
mL de meio RPMI. Uma aliquota de 50 pL foi retirada da cultura e adicionou-se 450
uL de tampéo salina fosfatada (PBS), sem antibiético, da qual se retirou-se 100 pL
para a contagem de células em camara de Neubauer.

Os linfécitos (8x10° células mL™) foram semeados em placas de 24 pocos,
devido ao desenvolvimento em suspenséo, incubadas por 24 horas e posteriormente
tratadas com pectina autoclavada modificada nas concentracdes 1 mg mL™, 2 mg
mL™?, 4 mg mL™* e 8 mg mL™ pelo periodo de cultivo de 72 horas. Ap6s realizou-se o
ensaio de determinacéo de viabilidade celular, ou seja, o ensaio da reducdo do MTT,

conforme procedimento descrito no item 3.6.1 para células Jurkat.
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3.6.4 Determinacdo do indice de seletividade (IS) para pectina autoclavada

modificada

O indice de seletividade (IS) pode indicar a seletividade de um composto
entre uma linhagem tumoral (Jurkat) e uma linhagem saudavel (Linfocitos),
indicando o potencial dos compostos em testes clinicos, determinados pela equacao
3.

IC50dos linfocitos huamnos

indice de Seletividade = - .
IC 50 das células tumorais

3)

Para o calculo do IS, foram utilizados o ICsodos resultados obtidos do ensaio
de reducdo do MTT pelo periodo de 72 horas, tanto para células tumorais quanto
para células saudaveis, tratadas com pectina autoclavada modificada nas

concentracdes 1 mg ml™, 2 mg ml™, 4 mg ml* e 8 mg mi™.

3.6.5 Avaliacdo do mecanismo de acdo associado a citotoxicidade da pectina

autoclavada modificada para células Jurkat

3.6.5.1 Ensaio de integridade de membrana

Células Jurkat (1 x 10° células mL™) foram plaqueadas em 24 pocos e
incubadas a 37 °C por 24 horas, tratadas com pectina autoclavada modificada nas
concentracdes de 1 mg ml™*, 2 mg ml™?, 4 mg mI™* e 8 mg ml™ incubadas pelo periodo
de 72 horas. A viabilidade celular foi determinada pela contagem das células em
camara de Neubauer utilizando o método de exclusdo do azul de Tripan 0,5% em
tampao salina fosfatada (PBS), conforme descrito por Papazisis et al. (1997).

3.6.5.2 Avaliagéo do processo de morte celular

Utilizou-se a metodologia proposta por Rlbble et al. (2005) com alaranjado de
acridina e brometo de etidio, para elucidar o tipo de morte celular induzida pela
pectina autoclavada modificada. Células Jurkat (1 x10° células ml™*) foram

plagueadas em 24 pocos, incubadas por 24 horas e posteriormente tratadas com
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pectina autoclavada modificada, nas concentracdo de 2 mg ml™? utilizando como
controle positivo a Vincristina (Tecnocris®) na concentracdo de 40 nmol L e o
Clorambucil (Sigma) na concentracéo de 20 nmol L™, pelo periodo de 48 horas.

As células foram homogeneizadas e transferiu-se 1 mL para tubos de 1,5 mL.
Centrifugou-se a suspensédo de células a 1200 rpm por 5 minutos, descartando o
sobrenadante. Lavou-se as células com 0,5 mL de tampao salina fosfatada (PBS)
gelado e centrifugou-se novamente. Adicionando sobre o pellet 25 pL de tampéo
salina fosfatada (PBS) e acrescentou-se 2 UL da solucdo de alaranjado de acredina
e brometo de etidio.

Foram pipetados 10 pL das células marcadas e adicionou-se sobre uma
lamina previamente limpa e cobriu-se com laminula. A coloracéo foi visualizada em
microscopio oOtico de fluorescéncia, com excitagdo de 430/30 nm e emissdo de
535/40 nm. A andlise de deteccdo de células apoptética e necroticas foram

avaliadas pelo formato morfolégico do ndcleo, coloracdo das células e cromatina.
3.6.5.3 Avaliacdo da integridade e condensacéo de cromatina

De acordo com RIbble et al. (2005) para detectar a condensagcdo da
cromatina, as células Jurkat tiveram seus nucleos corados com corante fluorescente
Hoescht 33342 (Molecular Probe). Esse corante liga-se ao DNA revelando se a
cromatina esta frouxa ou condensada (sinais de apoptose). O protocolo utilizado foi
0 mesmo descrito no item 3.6.5.2.com a excecdo de que apoés lavadas as células
com tampao salina fosfatada (PBS), adicionou-se 20 pL da solugcdo de Hoescht 0,5
ug uL™ em solucéo salina. Decorrido o tempo de 10 minutos, transferiu-se 10 pL das
células marcadas para lamina previamente limpa sobreposta com laminula.
Visualizou-se a coloragdo em microscoépio 6tico de fluorescéncia com aumento de
400x sob feixe de luz UV utilizando filtro tipo DAPI, sendo as amostras fotografadas

em quatro diferentes campos.
3.6.5.4 Analise do ciclo celular por citometria de fluxo
Para analisar se houve alteracédo do ciclo celular, foi executado o protocolo

descrito por Crissman e Steinkamp (1973) e por Krishan (1975) com adaptacgdes.

Resumidamente as células, em meio RPMI 1640 contendo 10% de soro fetal bovino



32

(SFB), foram semeadas em placas de 24 pocos (2,5 x 10° células mL™) e mantidas
sob essas condi¢des de cultura por 24 horas. Posteriormente, foram adicionadas a
cultura o extrato de pectina autoclavada modificada (2mg.mL™) e 2 antitumorais a
vincristina (40 nM) e o clorambucil (20 uM). Apés 72 horas de cultivo, o contetdo de
cada poco foi centrifugado, o sobrenadante foi desprezado e o pellet celular foi
lavado com tampaéo salina fosfato (PBS) gelado, seguindo procedimento de preparo

As células foram transferidas para tubo de 1,5 mL, centrifugou-se a 1800 rpm
por 7 minutos e descartou-se 0 sobrenadante, o pellet celular foi lavado com com
tampdo salina fosfato (PBS) gelado. Apés homogeneizacdo, as células foram
centrifugadas e o sobrenadante foi desprezado. As células foram suspensas em 150
puL de tampao salina fosfato (PBS) e fixadas utilizando 1350 pL de etanol 70% em
tampdo salina fosfato (PBS), gotejando-o enquanto as células foram
homogeneizadas em vortex.

As células foram fixadas overnight a 4 °C e centrifugadas a 1800 rpm por 7
minutos, desprezando-se 0 sobrenadante e suspendendo o pellet em 1mL de
tampéo salina fosfato (PBS). Centrifugou-se novamente e suspendeu em 200 pL de
PSSI. As amostras foram incubadas por 15 minutos em estufa de 37 °C com 5% de
CO,.

As amostras foram analisadas em citbmetro de fluxo (FACscalibur da Becton
& Dickinson, San Jose, CA, EUA) utilizando-se o canal FL2-H. Os resultados obtidos
foram processados utilizando o programa CellQuest (Becton & Dickinson) avaliando
10.000 eventos por amostra, avaliando-se a porcentagem de células em diferentes

fases do ciclo celular.

3.7 ANALISES ESTATISTICAS

Utilizou-se a ANOVA, com nivel de significancia de 95% e teste de Tukey,
quando necessério, para identificar as diferencas entre as amostras nos ensaios
quimicos, com o software SASM-AGRI (CANTERI et al., 2001).

Para a avaliacdo dos ensaios bioldgicos, utilizou-se o Software estatistico
Graph Pad Prism version 5,00. A comparacao entre os tratamentos foi obtida pelo
teste de variancia ANOVA one way e a discriminagdo entre as amostras de pectina

foi obtida pelo teste de Tukey, com valores de p menor ou igual que 0,05.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 COMPOSICAO CENTESIMAL DA MATERIA-PRIMA

O percentual das fracdes dos componentes do maracuja in natura podem ser

observados na Tabela 1.

Tabela 1: Percentual das fracbes do maracuja.

Maracuja Peso (g) Porcentagem (%)
Fruto inteiro 225 100
Flavedo 50 22,23
Albedo 70 31,11
Arilo 5 2,22
Polpa 60 26,67
Semente 40 17,77

O albedo e o flavedo do maracuja apresentaram 54,7% do total do fruto, o
que demonstra o elevado desperdicio de material na industria de sucos desse fruto.
Esse resultado é similar ao resultado obtido por Ferrari; Colussi; Ayub, (2004), no
qual encontraram 50,3% de casca, 23,2% de suco (polpa) e 26,2% de sementes.
Oliveira et al. (2002) evidenciaram 53% de cascas, 20,9% sementes e 26,1% de
suco (polpa).

O rendimento das farinhas do albedo do maracuja foi de 12,7% para o albedo
branqueado, 9,5% para farinha autoclavada e 9,0% para o albedo sem tratamento.
Pita (2012) encontrou rendimento de 17,74% e Yapo; Koffi (2006) de 11,13% para
farinha da casca do maracuja.

A farinha autoclavada apresentou-se mais escura que as demais. Isso pode
ser devido ao escurecimento ndo enzimatico, acelerado pelo processo de
autoclavacao. O escurecimento € uma das caracteristicas da Reacao de Maillard, ou
seja, reacdo entre amino-carbonila de natureza ndo enzimatica, provocando
interacbes complexas nos alimentos e influenciando em suas caracteristicas
organolépticas (NUNES; BAPTISTA, 2001). A farinha sem tratamento apresentou
coloracdo intermediaria e farinha branqueada, apresentou a coloracdo mais clara,
devido ao processo de branqueamento, com consequente inativacdo enzimatica que

poderia promover outro tipo de escurecimento (NUNES; BAPTISTA, 2001).
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Constatou-se diferenca na coloragdo entre farinhas produzidas, visualizadas na
Figura 3.

A: autoclavada, B: sem tratamento e C: branqueada.

Figura 3: Farinhas do albedo do maracuja.

Na Tabela 2, pode-se observar o resultado da composi¢cdo centesimal das
farinhas do albedo do maracuja, utilizadas como matéria-prima para obtencédo das

pectinas.

Tabela 2: Composicao centesimal das farinhas do albedo do maracuja. Em base
seca (média + desvio-padrao) %.

Amostras Umidade Cinzas Proteinas Fibras Solaveis Fibras Insoluveis
STR 46+0,1° 13,1+6,7° 8,1+ 3,0° 16,7 + 4,69" 59,5 + 4,52%
BRA 8,6+0,1° 54+0,1° 6,3+ 3,0° 25,6 +7,06° 55,9 + 4,49°
AUT 6,9 +0,6" 54 +3,4° 7,3+£2,8" 25,3+ 1,72% 47,5+2,17°

STR: Farinha do albedo do maracujd sem tratamento; BRA: Farinha do albedo do maracuja
branqueada; AUT: Farinha do albedo do maracuja autoclavada. Letras iguais na mesma coluna
indicam similaridade estatistica ao nivel de 5% pela ANOVA e teste de Tukey (n=3)

Pode-se observar que farinha branqueada apresentou maior teor de umidade,
com diferenca estatistica significativa entre as amostras (p<0,05). Ferreira; Pena
(2010) encontraram 6,0 % e Canteri et al. (2010) registraram 6,1% de umidade para
farinha do albedo do maracuija.

A farinha sem tratamento apresentou o maior teor de cinzas, com diferenca
estatistica entre as demais amostras (p< 0,05). Pita (2012) encontrou 7,5% de
minerais totais na farinha da casca de maracuja, proximo ao evidenciado por Canteri
et al. (2010) de 7,1% de cinzas na farinha do albedo do maracuja.

A farinha sem tratamento apresentou o maior teor de proteinas, no entanto,

nao houve diferenca estatistica significativa entre as amostras. Ferreira; Pena (2010)
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encontraram 6,0% de proteina na farinha da casca do maracuja e Canteri et al.
(2010) obtiveram 3,1% de proteina na farinha do albedo do maracuja, valor inferior
aos encontrados neste trabalho.

A farinha branqueada apresentou o maior teor de fibras solliveis e a sem
tratamento, o menor teor, com diferenca estatistica significativa entre as amostras (p
< 0,05). Isso pode ser justificado em funcao de que a falta de tratamento térmico na
matéria-prima pode favorecer a degradacdo da pectina, visto que atividade
enzimatica pectinolitica foi detectada em mesocarpo fresco liofilizado por meio da
liberacédo de metanol (CANTERI et al., 2010 c).

No entanto, a farinha sem tratamento apresentou o maior valor de fibras
insollveis, seguido das farinhas branqueada e autoclavada. Ferreira; Pena (2010)
encontraram valores entre 61,9 a 62,9 % de fibra alimentar total enquanto que Pita
(2012) encontrou 50,64% de fibra alimentar e Canteri et al. (2010), 66,1% de fibra
alimentar total para a farinha da casca de maracuja. Neste trabalho, os resultados
indicaram 76,2% de fibra alimentar total na farinha sem tratamento, 81,4% de fibra
alimentar total na farinha branqueada e 72,8% de fibra alimentar total na farinha
autoclavada.

A farinha do albedo do maracuja pode ser explorada pela Industria de
Alimentos, para o desenvolvimento de novos produtos, pois pode favorecer a saude
dos consumidores, devido ao alto teor de fibras solluveis, essas farinhas podem
reduzir o LDL colesterol, a glicemia e a colesterolemia, além de auxiliar no
tratamento de Diabetes e obesidade (BARBALHO et al., 2012).

Com relacdo aos compostos fendlicos das farinhas do albedo do maracuja, os

resultados estdo discriminados na Tabela 3.

Tabela 3: Determinacdo dos compostos fendlicos totais das farinhas do albedo do
maracuja. Expressos em &cido tanico (mg Kg') e catequina (mg Kg™?) (média +
desvio-padréo).

Amostra Expresso em &cido tanico Expresso em catequina
STR 1730 + 0,281° 69 +17,70°
BRA 870 +0,104" 44 + 3,329"
AUT 2470 +0,131° 95 + 4,190%

STR: Farinha do albedo do maracuja sem tratamento; BRA: Farinha do albedo do maracuja
branqueada; AUT: Farinha do albedo do maracuja autoclavada. Letras iguais na mesma coluna
indicam similaridade estatistica ao nivel de 5% pela ANOVA e teste de Tukey.

Os resultados tanto expressos em acido tanico, quanto em catequina, indicam

que a farinha autoclavada, apresentou maior teor de compostos fendlicos totais com
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diferenca estatistica significativa. Canteri et al., (2010) utilizando o método de Folin-
Ciocalteau com adaptacdes estimaram 1,3 g kg™ de compostos fenélicos totais na
farinha do albedo do maracuja, expressos em catequina. Zeraik et al. (2011) afirmam

gue as cascas do maracuja sdo uma fonte de flavanoides naturais.

4.2 PECTINAS DO ALBEDO DO MARACUJA

O rendimento das pectinas do albedo do maracuja com relagdo as farinhas
produzidas, foi de 13,2% para a pectina sem tratamento, 14,5% para a pectina
branqueada e 13,6% para a pectina autoclavada. Seixas et al., (2014) obtiveram um
rendimento extracdo da pectina do albedo do maracuja de 13% utilizando extracao
com micro-ondas e Yapo; Koffi (2006) obtiveram 13,4% de pectina do albedo do
maracuja, rendimento aproximado da pectina sem tratamento. Kulkarni; Vijayanand
(2010) encontraram 15,1%, préximo ao da pectina branqueada.

Observou-se diferenca na coloracdo das amostras de pectina obtidas. A
pectina da farinha sem tratamento e branqueada apresentaram coloracdo creme e a

da autoclavada, marrom (Figura 4).

A: Pectina autoclavada; B: Pectina branqueada e C: Pectina sem tratamento.

Figura 4: Amostras de pectina extraidas do albedo do maracuja.

Os tratamentos térmicos sdo utilizados para evitar a deterioracdo de
alimentos. No entanto, o uso de vapor e pressdo pode modificar a estrutura quimica
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da pectina, afetando no poder de formar solugdes, na reducdo da viscosidade bem
como na massa molecular (MUNARIN et al., 2013).
A quantificacdo de compostos fendlicos das pectinas obtidas pode ser

visualizada na Tabela 4.

Tabela 4: Determinacdo dos compostos fendlicos totais das pectinas do albedo do
maracuja. Resultados expressos em acido tanico (mg Kg™) e catequina (mg Kg™)
média + desvio-padrao

Amostra Expresso em acido tanico Expresso em catequina
STR 250 + 0,041° 24,0 + 1,323°
BRA 360 + 0,024° 24,2 +0,764°
AUT 390 + 0,033° 28,3 +1,041%

STR: Pectina do albedo do maracujd sem tratamento; BRA: Pectina do albedo do maracuja
branqueada; AUT: Pectina do albedo do maracujd autoclavada. Letras iguais na mesma coluna
indicam similaridade estatistica ao nivel de 5% ANOVA e Teste de Tukey p <0,05 em um n=3.

Os resultados expressos em acido tanico e catequina sugerem gue a pectina
autoclavada apresenta elevado teor de compostos fendlicos totais, com diferenca
estatistica significativa comparada a todas as amostras. Canteri et al. (2010)
encontraram 200 mg Kg™* de compostos fenélicos para a pectina do albedo do
maracujd, valor aproximado das pectinas sem tratamento e branqueada.

Comparando-se o teor de compostos fendlicos presentes nas matérias primas
e nas pectinas, pode-se afirmar que na pectina sem tratamento permaneceram
14,5% expressos em acido tanico e 34,9%, em catequina. Na pectina branqueada,
permaneceram 29,9% em &cido tanico e 55,1% em catequina e para a pectina
autoclavada, 15,8% para acido tanico e 29,8% para catequina. Portanto, a pectina
branqueada apresentou maior retencdo de compostos fendlicos totais provenientes

da matéria prima.
4.3 ANALISES ESPECIFICAS PARA PECTINA
4.3.1 Teor do metanol
As pectinas sem tratamento e autoclavada n&o apresentaram diferenca

estatistica significativa com p <0,05, a pectina sem tratamento apresentou 0 maior

teor de metanol, seguido das pectinas autoclavada e branqueada. A pectina
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autoclavada modificada apresentou diferenca estatistica significativa comparada as
outras amostras com p <0,05.
O resultado da determinacéo do teor de metanol das amostras de pectina do

albedo do maracuja nativo e modificado pode ser visto na Tabela 5.

Tabela 5: Determinacéo do teor de metanol para as pectinas do albedo do maracuja
nativas e modificadas. Os resultados foram expressos em pmol mg™, média + desvio
padréao

Amostra umol mg™ Amostra umol mg™
STR 1,03 +0,07% STR* 0,30 + 0,05"
BRA 0,56 +0,12° BRA* 0,33 £ 0,04°
AUT 0,97 + 0,032 AUT* 0,52 + 0,052

STR: Pectina do albedo do maracuja sem tratamento; BRA: Pectina do albedo do maracuja
branqueada; AUT: Pectina do albedo do maracuja autoclavada. STR*: Pectina do albedo do maracuja
sem tratamento modificada; BRA*: Pectina do albedo do maracuja branqueada modificada; AUT*:
Pectina do albedo do maracujd autoclavada modificada. Letras iguais ha mesma coluna indicam
similaridade estatistica ao nivel de 5%. Utilizando ANOVA e Teste de Tukey p <0,05 em um n=3.

Comparadas as pectinas nativas, as pectinas modificadas, apresentaram
reducdo no teor de metanol, o que ja era esperado. A pectina sem tratamento
modificada apresentou 71% de reducdo, a pectina branqueada modificada
apresentou 41% de reducao e a pectina autoclavada modificada apresentou 47% de
reducdo. Portanto, a pectina sem tratamento modificada apresentou maior reducao
do teor de metanol. Isso pode ser explicado, devido ao processo de modificacdo
reduzir o grau de esterificacdo, visto que o tratamento com NaOH causa

desesterificacdo e substitui o grupo metil pelo grupo OH (FAJARDO et al., 2012).

4.3.2 Teor de &cido galacturénico

A determinacdo do teor de acido galacturbnico para as pectinas nativas e

modificadas do albedo do maracuja pode ser visualizada na Tabela 6.

Tabela 6: Determinacdo do teor de acido anidrogalacturonico de pectinas do albedo
do maracuja nativas e modificadas. Expressos em mg g (média + desvio padr&o).

Amostras mgg" Amostras mg g’
STR 520,96 + 0,68 STR* 499,84 + 0,91
BRA 466,40 = 1,27 BRA* 545,60 £+ 0,80
AUT 564,96 + 0,91 AUT* 1122,88 + 1,24

STR: Pectina do albedo do maracujd sem tratamento; BRA: Pectina do albedo do maracuja
branqueada; AUT: Pectina do albedo do maracuja autoclavada. STR*: Pectina do albedo do maracuja
sem tratamento modificada; BRA*: Pectina do albedo do maracujd branqueada modificada; AUT*:
Pectina do albedo do maracuja autoclavada modificada.



39

Os valores de acido anidrogalacturénico que estiverem acima do limite de
65% (650 mg g*) sdo considerados pectina, de acordo com a legislacdo dos
Estados Unidos e da Unido Européia (WILLATS; KNOX; MIKKELSEN, 2006). As
amostras extraidas apresentam-se abaixo desse limite, exceto para a pectina
autoclavada modificada, a qual pode ter tido seu valor superestimado por
interferéncia da cor escura no método colorimétrico de determinacéo.

Ao estudar pectinas da casca do maracuja, alguns autores analisaram o teor
de &cido galacturénico e obtiveram: 88,2 % (KULKARNI; VIJAYANAND, 2010), de
64 a 78% (YAPO, 2009), 68,7% (KLIEMANN et al., 2009), 44,2% (SILVA et al.,
2012) e 23,2 % (YAPO; KOFFI, 2006).

Em pectinas extraidas de outras matérias primas, pode-se observar o teor de
acido galacturénico encontrado por diversos autores: Lira-Ortiz et al. (2014)
encontraram 65% de &cido galacturdnico para a pectina do péssego; Galant et al.
(2014), de 58,69 a 80,49% em amostras de pectina do suco da laranja congelado,
avaliado em diferentes periodos. Jing-en et al. (2014) isolaram a pectina da
jlangxiangru e determinaram 68,63% e Lin et al. (2010) estudaram a casca da arvore

de amora branqueada e obtiveram 85,46% de &cido galacturénico.

4.3.3 Grau de metoxilacao

A determinacdo do grau de metoxilacdo das pectinas nativas e modificada do

albedo do maracuja pode ser verificada na Tabela 7.

Tabela 7: Determinacéo do grau de metoxilacdo de pectinas nativas e modificadas.
Expressos em % (média + desvio padréo).

Amostras % Amostras %
STR 33,3+1,73% STR* 8,7 +5,52°
BRA 22,8 + 5,00° BRA* 8,9+2,51°
AUT 30,8 + 8,36% AUT* 8,3 + 3,05°

STR: Pectina do albedo do maracujd sem tratamento; BRA: Pectina do albedo do maracuja
branqueada; AUT: Pectina do albedo do maracuja autoclavada. STR*: Pectina do albedo do maracuja
sem tratamento modificada; BRA*: Pectina do albedo do maracujd branqueada modificada; AUT*:
Pectina do albedo do maracuja autoclavada modificada. Letras iguais ha mesma coluna indicam
similaridade estatistica ao nivel de 5%.Utilizando ANOVA e Teste de Tukey p <0,05 em um n=3.

As amostras de pectina do albedo do maracuja sem modificacdo

apresentaram diferenca significativa com p <0,05, sendo que a pectina branqueada
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apresentou o menor grau de metoxilacdo. Dentre as pectinas modificadas, a pectina
branqueada modificada apresentou o maior grau de metoxilacao.

Lima et al. (2010) obtiveram 69,2% de grau de metoxilacdo para pectina do
albedo do maracuja, valor superior aos obtido neste trabalho. Kulkarni; Vijayanand
(2010) obtiveram para pectina do albedo do maracuja branqueada de 9,3 a 9,7 % de
grau de metoxilacdo, valor inferior a todas as amostras deste trabalho. Kliemann et
al., (2009) encontrou 45,9% de grau de metoxilacdo para pectina do albedo do
maracuja extraida com acido citrico. Yapo; Koffi (2006) encontraram 31,8 % de grau
de metoxilacdo para pectina da casca do maracuja, valor préximo as pectinas
branqueada e autoclavada modificada. Canteri et al. (2012b) também estudaram a
pectina do albedo do maracuja e encontram um grau de metoxilacdo entre 84 e
64%, valores superiores aos obtidos neste trabalho.

Alguns autores estudaram pectinas provenientes de outras fontes vegetais,
Rubio-Senet et al. (2015) estudaram a pectina de bioprodutos do azeite de oliva e
encontraram de 4,8 a 18,7% de grau de metoxilacdo e Galant et al. (2014)
encontraram de 19,7% de grau de metoxilagcdo para pectinas extraidas do suco de
laranja congelado, avaliados em diferentes periodos de armazenamentos, valores

proximos das pectinas sem tratamento modificada e branqueada modificada.

4.3.4 Teor de aglcares neutros

A determinacdo do teor de acucares neutros das pectinas nativas e

modificadas do albedo do maracuja pode ser observada na Tabela 8.

Tabela 8: Determinacdo do teor de aclUcares neutros para as pectinas nativas e

modificadas. Expressos em mol % (média + desvio padréo).
Amostras Ram Fuc Ara Xil Man Gal Gli
(mol %) (mol %)  (mol %) (mol %) (mol %) (mol %) (mol %)
STR 12,8+0,6° 4,0+0,6° 20,7+0,8° 19,0+0,9° 54+0,6° 21+0,7® 17,1%0,8%
BRA 24+0,9* 3,0£0,4* 7,1+0,1* 5,8+0,3% 6,1+24% 30+2,2° 24+45,3°
AUT 12,743,8% 2,9+0,2*° 21,5¢3,5% 16,4+2,6° 5,60,1% 22+1,4° 18,9+1,8"
STR* 17,6¢1,6% 3,620,2" 13x0,7% 22,3+1,8% 2,8+2,6° 24+14% 16,7+1,1%
BRA* 21,9+#1,7% 3,1+0,1* 14,3+1,7% 19,8+2,8% 5,3+0,5% 20,9405 14,7+0,5%
AUT* 25,3+0,4° 1,6+0,5° 6,6+0,2" 31,6+0,3"  nd* 22,1405  12,840,5°
Ram: Ramnose, Fuc: Fucose, Ara: Arabnose, Xil: Xilose, Man: Manose, Gal: Galactose, Gli: Glicose.
STR: Pectina do albedo do maracuja sem tratamento; BRA: Pectina do albedo do maracuja
branqueada; AUT: Pectina do albedo do maracuja autoclavada. STR*: Pectina do albedo do maracuja
sem tratamento modificada; BRA*: Pectina do albedo do maracujd branqueada modificada; AUT*:
Pectina do albedo do maracujd autoclavada modificada.Letras iguais na mesma coluna indicam
similaridade estatistica ao nivel de 5%, utilizando ANOVA e Teste de Tukey p <0,05 em um n=3. *nd:
N&o Determinado.
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A pectina sem tratamento apresentou o maior teor de fucose, a pectina
branqueada apresentou o maior teor de manose, galactose e glicose, a pectina
autoclavada apresentou o maior teor de arabinose. A pectina autoclavada
modificada apresentou o maior teor de ramnose e xilose. Nao houve diferenga
estatistica entre as amostras de ramnose, arabinose e xilose, mas para os outros
acucares neutros, houve diferenca estatistica significativa com p <0,05.

Estudando a pectina do albedo do maracuja sem tratamento, Seixas et al.
(2014) obtiveram 2,6% de ramnose, 0,3% de fucose, 4,1% de arabinose, 1,6% de
xilose, 0,7% de manose, 3,6% de galactose e 4,8% de glucose, ja Yapo; Koffi (2006)
encontraram 1,9 g 100g™” de ramnose, 0,7 g 100g™” de fucose, 3,2 g 100g™ de
arabinose, 12,3 g 100g™ de xilose, 3,5 g 100g” de manose, 4,3 g 100g™ de
galactose e 30,8 g 100g™ e Silva et al. (2012) obtiveram 11,8% de arabinose, 10,6%
de ramnose, 11,8% de glucose, 9% de manose 6,1% de galactose, 3,6% de xilose,
1,3% de ribose e 1,6% de fucose. Esses autores apresentaram valores de acgucares
neutros inferiores aos encontrados neste trabalho para a pectina sem tratamento,
exceto para glicose estudada por Yapo; Koffi (2006) que se apresentou maior e
também para ramnose estudada por Silva et al. (2012) que apresentou valor préximo
a pectina sem tratamento. Isso pode ser explicado pelos diferentes métodos de
extracOes utilizadas pelos autores citados.

Em outras fontes de pectina, alguns autores também analisaram o teor de
acucares neutros. Morris; Ralet (2012) obtiveram 9 mol% de ramnose, 6 mol% de
arabinose e 15 mol% de galactose na pectina da beterraba, valor de galactose
préximo a pectina branqueada.

Galant et al. (2014) evidenciaram de 0,76 a 2,38% de ramnose, de 5,40 a
12,43% de arabinose, de 11,82 a 21,53% de galactose, de 0,85 a 3,39% de glucose,
de 0,50 a 0,97% de xilose e de 0,13 a 0,42% de frutose nas pectinas do suco de
laranja congelado, avaliado em diferentes periodos de armazenamento. Esses
valores foram diferentes do obtido nesse trabalho para todas as amostras.

Rubio-Senet et al. (2015) encontraram de 1,8 a 7,5% de ramnose, de 0,1 a
0,3% de fucose, de 10,5 a 42,7% de arabinose, de 3,8 a 40,4 de xilose, de 4,7 a
75,2% de manose, de 3,0 a 25,0% de galactose e de 3,6 a 12,1% de glucose para

pectina de bioprodutos do azeite de oliva. Esses autores obtiveram valores maiores
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de arabinose, xilose e manose e valor de galactose proximo as pectinas sem
tratamento e autoclavada.

Jing-en et al. (2014) determinaram 4,94% de arabinose, 3,07% de galactose,
2,13% de ramnose, 1,62 de manose e 1,29% de glucose na pectina da Jiangxiangru.
Valores inferiores aos encontrados nesse trabalho. Lin et al. (2010) obtiveram 9,74%
de galactose, 15,59% de glucose, 16,62% de manose e 17,20% de ramnose na
pectina da casca da arvore da amora. O valor de manose somente, esta superior ao
encontrado neste trabalho. Lira-Ortiz et al. (2014) obtiveram 1,20 mg g™ de glucose,
195 mg g™ de galactose, 21,6 de ramnose e 1,20 de arabnose e ndo detectaram
xilose em pectina da pera; o valor de ramnose aproxima-se da pectina branqueada.

Estudando a pectina citrica modificada, Einhorn-Stool, Kunzek, Dongowski
(2007) encontraram de 0,95 a 1,15% de ramnose, de 2,51 a 3,71% de arabinose, de
0,25 a 0,35% de xilose, de 4,25 a 4,45% de galactose e 0,9% de glicose. Esses
valores foram inferiores aos encontrados nas pectinas do albedo do maracuja

modificadas com diferentes tratamentos.

4.3.5 Perfil de massa molar

O perfil de massa molar determinado pode ser observado na Figura 5. As
amostras analisadas apresentaram um perfil de eluicdo polimodal sugerindo a
presenca de uma mistura de polissacarideos.

Nas amostras submetidas a modificacdo (Figura 5: B, D e E), a mais alta
intensidade detectada pelo RI ndo coincidiu com o sinal de MALLS, indicando que
material com alta massa molar nessas amostras estd presente em baixas
concentracbes. Os componentes de maior massa molar sdo detectados
simultaneamente pelo indice de refracdo e espalhamento de luz. Adicionalmente,
apresentam principalmente componentes de menor massa molar, detectados
somente pelo indice de refracéo.

As pectinas nativas apresentaram massa molar mais alta que as pectinas
modificadas, isso comprova sua modificacéo, pois as pectinas modificadas precisam
ter menor massa molar e menor grau de esterificacdo com relagéo a pectina nativa.
Dessa maneira, a analise HPSEC corrobora a hipétese de que a modificacédo

quimica promove a degradacgéo e reducdo do tamanho da cadeia de pectina.
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A: Pectina do Albedo do Maracuja Sem Tratamento, B: Pectina do Albedo do Maracuja Branqueada,
C: Pectina do Albedo do Maracuja Autoclavada, D: Pectina do Albedo do Maracuja Sem Tratamento
Modificada, E: Pectina do Albedo do Maracuja Branqueada Modificada e F: Pectina do Albedo do
Maracuja Autoclavada Modificada.

Figura 5: Perfil de Massa Molar das pectinas nativas e modificadas do albedo do
maracuja.

4.4 ENSAIOS BIOLOGICOS

4.4.1 Determinacgao da citotoxicidade das pectinas sem tratamento, autoclavada e

autoclavada modificada sobre células tumorais
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Os resultados da determinacdo da citoxicidade em células Jurkat, HelLa e

HRT-18, tratadas com diferentes concentracées de pectina do albedo do maracuja

sem tratamento, autoclavada e autoclavada modificada em experimento tipo dose-

resposta estdo apresentados na Figura 6.

150 150

=
=
=
L]
*

Lh
=

Redugdo do MTT
(%)
-

Ll
Redugie do MTT
)

=

(=]

| mhﬂﬂﬂm

Controle 1 2 4 8 Controde 1

SAT (mg mL™) AUT [mg mL"}
150 150
E 100! Eﬂ 1040
HE b
P e I w
& z
L] 0
Confrole 1 Contrale 1
SAT [mgmL™} AUT (mgmL")
150
E E
E lI H H |-| ﬁg ll H H H
g i w H
& ]
I_I .
Controle 1 Gnrﬂrplc'l
SRT (mgmL™ AUT [mg mL"}

g
>

g
.

Reduchko do MTT (3%6)
=
[

1]
Controbe 1 2 4 i

AUT* {mg mL™"}

g B

£

Radugis do MTT
%)

[

Controbe 4

AUT* (mg mL")

g B
:

Redugio do MTT
(%]
2

0
Controle 1 2 4 E]

AUT={mg mL"}

STR: Pectina do Albedo do Maracuja Sem Tratamento; AUT: Pectina do Albedo do Maracuja
Autoclavada ; AUT*: Pectina do Albedo do Maracuja Autoclavada Modificada.

Figura 6: Efeito das pectinas do albedo do maracuja sobre a viabilidade de células
Jurkat (A), HeLa (B) e HRT-18 (C) Os resultados foram expressos em meédia + erro
padrdo da média de um n=18 de 3 (A), n= 24 de 3 (B e C) experimentos

independentes. *p =< 0,010 e **p = < 0,001.

Observou-se que a reducdo do MTT, que expressa a diminuicdo da

viabilidade celular, ocorreu de maneira dose-dependente, sendo que a fracdo da

pectina autoclavada modificada apresentou o melhor resultado em relagdo as

demais, portanto sendo a mais citotoxica para as celulas Jurkat, seguida das
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pectinas autoclavada e sem tratamento. A porcentagem de perda da viabilidade foi
de 29,3 + 11,07% para a pectina sem tratamento, de 45,9 + 16,26% para a pectina
autoclavada e 76,7 = 11,01% para a pectina autoclavada modificada.

A comparacao entre as fracdes revelou que a pectina autoclavada modificada
foi a mais citotdxica para células Hela, seguida das pectinas autoclavada e sem
tratamento. A porcentagem de perda de viabilidade foi de 28,8 + 10,60% para a
pectina sem tratamento, 39,1 + 12,29% para a pectina autoclavada e 43,7 + 7,98%
para a pectina autoclavada modificada.

A comparacéo entre as fragdes revelou que a pectina sem tratamento foi a
mais citotoxica para células HRT-18, seguida das pectinas autoclavada e
autoclavada modificada. A porcentagem de perda de viabilidade das células tratadas
com 8 mg mL™ de pectina foi de 75,2 + 2,80% para a pectina sem tratamento, de
39,28 £ 5,49% para a pectina autoclavada e de 22,53 + 11,31% para a pectina
autoclavada modificada.

Bergman et al. (2010) também evidenciaram reducdo da viabilidade de
células leucémicas in vitro, quando estudaram a pectina citrica. Os pesquisadores
utilizaram concentracdes de 0,25 a 2 mg mL™ para tratamento de células K562
derivada de leucemia humana (24 horas) e observaram efeito dose-dependente.

Jing-en et al. (2014) isolaram a pectina da Jiangxiangru e afirmaram que o
composto apresentou clara atividade antitumoral in vitro, quando o estudaram em
linhagem celular K562 derivada de leucemia humana. Todavia, sugeriram que mais
estudos sdo necessarios para elucidar o mecanismo de acdo desse composto.

Hossein et al. (2013) estudaram a pectina citrica modificada e evidenciaram
gue o composto pode bloquear a Galectina 3, proteina de ligacdo a hidratos de
carbono que pode estar envolvida na progressao do cancer de ovario. Em linhas
gerais, os pesquisadores utilizaram células SKOV-3 na concentracdo de 8 x 10°
células poco™ e as trataram com pectina citrica modificada nas concentracdes de
0,025, 0,050 e 0,1% pelos periodos de 24 e 48 horas. Por meio do ensaio de
redugcdo do MTT concluiram que a maior concentracdo, 0,1% de pectina citrica
modificada, apresentou o melhor resultado em ambos os tempos de tratamento.

Hao et al. (2013) também evidenciaram as propriedades antitumorais da
pectina citrica autoclavada quando trataram células HeLa (1 x 10 células mL™) com

concentraces de 1 a 5 mg mL™ pelo periodo de 48 horas. Os resultados indicaram
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que os compostos exibiram efeito moderado de redugdo da viabilidade celular,
avaliado pelo emprego do ensaio de reducao do MTT.

Bergman et al. (2010) estudaram a pectina citrica e encontraram que essa
inibe o cancer de coldn in vitro. Os pesquisadores utilizaram concentra¢gfes de 0,25
a 2 mg mL™ e empregaram células HUCC e HT29, ambas células de carcinoma do
colébn humano. Com tratamentos de 24 horas foi possivel constatar que a pectina
reduz a proliferacdo celular.

Silva et al. (2012) também encontraram propriedades antitumorais para
pectina do maracuja in vivo, mas ndo em estudo in vitro. Os pesquisadores
observaram a redugcdo do Sarcoma S-180 (cancer de mesoderme) com

administracdo oral e intraperitoneal da pectina do maracuja.

4.4.2 Determinacdo da citotoxicidade e calculo da concentracdo Inibitéria 50% (ICso)
das células tumorais Jurkat, HeLa e HRT-18

A concentracao inibitoria de 50% da viabilidade celular (ICso) das pectinas foi
calculada para as trés linhagens estudadas, Jurkat, HeLa e HRT-18 e o resultado

pode ser visualizado na Tabela 9.

Tabela 9: IC5, para as pectinas sem tratamento, autoclavada e autoclavada
modificada, calculado para células tumorais em cultivo.

Pectinas Jurkat HelLa HRT-18
STR 12,81 +4,40 67,97 + nd** 6,66 + 0,22
AUT 9,82 + 4,50 8,80 + 0,96 8,37 +0,71
AUT* 2,63 +0,25 8,37 +1,31 9,14 + 2,77

STR: Pectina do Albedo do Maracuja Sem Tratamento; AUT: Pectina do Albedo do Maracuja
Autoclavada ; AUT*: Pectina do Albedo do Maracuja Autoclavada Modificada. ** ndo determinado

Pode-se observar na tabela 9 que o menor ICsy foi obtido para a pectina
autoclavada modificada empregando células Jurkat, seguido da pectina sem
tratamento para células HRT-18 e da pectina autoclavada modificada para células
HelLa. Portanto o melhor ICsy obtido foi para a pectina autoclavada modificada em
células Jurkat.

Almeida et al. (2015) obtiveram um ICso de 500 ug mL™ para pectina comercial
Pec-Ma em células Caco-2. Hao et al. (2013) avaliando a pectina citrica autoclavada
sobre células HelLa, encontraram um IC 5, de 1,86 mg mL™. Bergman et al. (2010),
estudaram a pectina citrica em células HUCC e HT29 e concluiram que o ICs foi de
4,25 mg mL™.
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Cumpre ressaltar que o ICso pode variar de acordo com a responsividade do
tipo celular, tempo e metodologia empregada. Percebe-se que a pectina do albedo
do maracuja autoclavada modificada apresentou efeito citotoxico promissor. No
entanto, para estudos futuros, esse composto necessita ser isolado para comprovar

esse efeito.

4.4.3 Determinacgao da citotoxicidade da pectina do albedo do maracuja autoclavada

modificada sobre células normais, linfocitos de sangue periférico humano.

Compostos antitumorais podem ser citotoxicos também para células normais.
Neste estudo, foi avaliado o efeito citotoxico da pectina autoclavada modificada em
linfécitos do sangue periférico humano para posterior calculo do indice de
seletividade (IS). A citotoxicidade foi avaliada por duas metodologias: ensaio de
reducdo do MTT e ensaio de integridade de membrana. Os resultados podem ser

A

Control 1

visualizados na Figura 7.

Viabilidade Celular
(8% celmL™)

AUT* (mg mL"")

-+ Células Viaveis
30 & Células Néo Viaveis
20

* * o

J Control 1 2 4 8

Viabilidade Celular
(10* celmL™)

o

-10

AUT* (mg mL™")

AUT*: Pectina do Albedo do Maracuja Autoclavada Modificada.

Figura 7: Efeito da pectina do albedo do maracuja autoclavada modificada sobre a
viabilidade de Linfocitos Humanos. Os resultados foram expressos em media + erro
padrdo da média de um n= 4 de 1 experimento independente.
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Os resultados indicam que a pectina autoclavada modificada apresenta baixa
toxicidade para células saudaveis

Ramachandran et al., (2011) também estudaram o efeito de pectina
modificada, todavia de origem citrica, sobre linfocitos humanos in vitro. Esses
autores afirmaram que a pectina citrica modificada ndo apresentou efeito
significativo para células humanas saudaveis quando empregada as concentracfes
de 10 a 800 ug mL™.

4.4.4 Determinacdo do indice de seletividade (IS) da pectina autoclavada modificada

Para determinacdo do indice de seletividade (IS), foram utilizados os
resultados obtidos de viabilidade para as células Jurkat (tumoral) e para Linfécitos
do sangue periférico humano (normal) tratados com pectina autoclavada modificada

por 72 horas, visualizados na Tabela 10.

Tabela 10: indice de seletividade da pectina autoclavada modificada.

Tipo celular IC50% (mg mL™) IS
Jurkat 2,63+ 0,25 1,90
Linfécitos 4,93+ 1,68

Quando o IS apresenta valor igual ou maior que 2,0 é considerado
significativo, indicando que o composto teste é duas vezes mais ativo na linhagem
tumoral que nas células saudaveis (SUFFNESS; PEZZUTO, 1991). Portanto, os
resultados deste trabalho indicam que a pectina autoclavada modificada apresenta

baixa citotoxicidade para células normais.

4.4.5 Avaliacdo do mecanismo de acdo associado a citotoxicidade da pectina

autoclavada modificada para células Jurkat

Visando entender o mecanismo que gera a citotoxidade da pectina

autoclavada modificada nas células Jurkat foram realizados quatro ensaios.

4.4.5.1 Ensaio de integridade de membrana
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O ensaio de integridade de membrana foi determinado pela contagem das
células em camara de Neubauer, utilizando o Azul de Tripan. Para tanto, células
Jurkat foram tratadas com pectina autoclavada modificada em diferentes
concentracbes pelo periodo de 72 horas e os resultados das contagens estao

demonstrados na Figura 8.
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AUT*: Pectina do Albedo do Maracuja Autoclavada Modificada.

Figura 8: Efeito da pectina do albedo do maracuja autoclavada modificada sobre a
viabilidade celular de células Jurkat. Os resultados foram expressos em média * erro
padrdo da média de um n= 16 de 4 experimentos independentes.

Observa-se gue a viabilidade das células Jurkat reduz, a medida em que a
concentracdo da pectina autoclavada modificada aumenta, evidéncia de efeito dose-

resposta que corrobora os resultados obtidos pelo ensaio de reducdo do MTT.
4.4.5.2 Avaliacao do processo de morte celular

Avaliou-se o processo de morte celular induzida pela pectina autoclavada
modificada empregando a concentracdo préxima ao ICso 2 mg mL™ e em cultivos de
48 horas.

A andlise de deteccdo de células apoptéticas e necroticas foi realizada por
avaliacdo da cor e formato morfolégico do nucleo, bem como a avaliacdo da
cromatina. O corante alaranjado de acredina penetra nas células vivas e mortas,
emitindo fluorescéncia, permitindo discrimina-las através das cores: células viaveis
apresentam nucleo normal e coloracdo verde, células apoptoticas em fase inicial
apresentam nucleo verde brilhante, porém com perda parcial da integridade de
membrana, com areas laranja no nucleo e células necréticas apresentam nucleo

laranja uniforme, pois ha perda total da integridade de membrana.
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Na Figura 9, € possivel visualizar as células coradas com alaranjado de

acredina e com brometo de etidio.

4 X

Controle

Vincristina

Clorambucil

2mgmL’

Figura 9: Microscopia de fluorescéncia de células Jurkat tratadas com pectina
autoclavada modificada e coradas com laranjado de acridina e brometo de etidio. A
viabilidade celular da linhagem em cultura foi também avaliada utilizando 40 nM de
Vincristina e 20 uM de Clorambucil. As células foram classificadas de acordo com os
seguintes parametros A: Apoptoticas, N: Necroticas e V: Viaveis.

O corante alaranjado de acridina penetra nas células vivas e mortas e emite
uma fluorescéncia verde por intercalar com o DNA, laranja quanto intercala com o
RNA, o brometo de etidio penetra apenas em células com alteracdo em sua
membrana, ou seja, apoptose ou necrose e emite a fluorescéncia laranja ao

intercalar com o DNA. Portanto o critério de classificagdo de células apoptoticas:
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podem estar em fase inicial (membrana ainda intacta) e apresentam nucleo verde
brilhante, porém nao uniforme e com condensacdo ou fragmentagdo de cromatina
ou fase tardia (perda de integridade de membrana) na qual se observa condensacao
de cromatina e areas laranjadas no nucleo. As células necréticas apresentam nucleo
laranja uniforme, pois jA perderam toda a integridade de membrana e as células
vidveis: apresentam nudcleo normal e fluorescéncia verde. O ensaio de microscopia
de fluorescéncia indicou que o controle apresentou maior nimero de células viaveis;
o tratamento com pectina autoclavada modificada apresentou células necroticas e
viaveis, diferindo das culturas tratadas com Vincristina e Clorambucil que
apresentaram maior proporcdo de células apoptéticas e necréticas. Contudo, ainda

sao necessarios maiores estudos para elucidar o processo de morte celular.

4.4.5.3 Avaliacao da integridade e condensacao de cromatina

A presenca de cromatina condensada, representa um parametro de inducéo
de morte por apoptose a qual foi avaliada sobre células Jurkat tratados com pectina
autoclavada modificada pelo periodo de 48 horas com a concentragdo de 1Csp 2 mg

mL™ e estd demonstrada na Figura 10.

Controle Clorambucil

Vincristina 2 mg mL”

Figura 10: Inducdo de condensacdo da cromatina em células Jurkat tratadas com
pectina autoclavada modificada. Avaliada utilizando o corante fluorescente Hoescht
33342 por microscopia de fluorescéncia. A seta indica condensa¢do de cromatina
(sinais de apoptose).
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Observando-se a figura 10, pode-se afirmar que 2 mg mL™* da pectina
autoclavada modificada pode gerar condensacdo da cromatina, porém em mesma
proporcdo que o controle, fendbmeno que fica claramente evidenciado em cultura

tratada com Vincritina.

4.4.5.4 Analise do ciclo celular por citometria de fluxo

A citometria de fluxo € uma técnica rapida capaz de quantificar o DNA celular,
desde que empregados fluoroforos, que se ligam a este. Tal ligagdo permite a
emissao de fluorescéncia proporcional ao conteddo de DNA presente nas fases do
ciclo celular das células em analises.

Pode-se dividir e classificar o ciclo celular em fase sub GO/G1 (que representa
DNA fragmentado), GO/G1, S e G2/M, representando estado de repouso (auséncia
de proliferacdo celular), sintese de componentes; sintese de DNA; pré-divisdo e
divisdo respectivamente, conforme demonstrado na tabela 11, para células tratadas

com pectina autoclavada modificada.

Tabela 11: Distribuicdo do ciclo celular em diferentes fases (%) de células Jurkat
tratadas com pectina autoclavada modificada. Os resultados estdo expressos como
média e desvio padrao.

Tratamento Sub G0/G1 G0/G1 S G2/M
Controle 14,36+1,51 52,10+0,96 8,04+0,50 21,80+2,13
AUT* 1 13,58+0,49 48,23+0,99 9,25+0,53 22,73+1,02
(2mg.mL™)

Clorambucil (20 pM) 51,85+1,78 14,83+0,99 12,88+0,95 13,60 +0,70
Vincristina (40 nM) 14,08+2,58 46,17+1,19 13,88+1,33 22,00+1,84

AUT*: Pectina do Albedo do Maracuja Autoclavada Modificada.

Nao houve diferenca estatistica significativa entre as células tratadas e
controle, utilizando ANOVA e Teste de Tukey.

Amostras de pectina com mudanca no pH ou que passaram por tratamento
térmico, tem demonstrado potencial como quimiopreventivo, apresentando
propriedades antitumorais, inclusive para canceres agressivos e recorrentes
(LECLERE; CUSTEM; MICHIELS, 2013).

Hao et al. (2013) propbe que o mecanismo de acdo esteja associado a
apoptose e a para de ciclo celular. Desta forma, avaliaram o ciclo celular de células
tratadas com para as pectinas citricas autoclavada e modificada, utilizando 2 mg mL"

! e constataram que no tratamento com pectina citrica autoclavada, houve reducao
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da populacéo celular na fase GO/G1 e aumento consideravel da populacdo celular
nas fase G2/M e um pequeno aumento na fase S. Contudo, a pectina citrica
modificada néo alterou a distribuicdo do ciclo celular.

Glisnki; Raz (2009), pesquisando a pectina citrica modificada, identificaram a
parada de ciclo na fase GO/G1. Assim, indicaram ser provavel que essa pectina gere
uma regulacao negativa na fase G2/M e subsequente indug&o apoptose.

Hossein et al. (2013) estudaram a pectina citrica modificada utilizando 0,1%.
A analise de ciclo celular de células de cancer de ovario que demonstrou a parada
de ciclo na fase G1, bem como demonstrou reducéo da populacdo celular na fase
G2/M com relacdo ao controle.

Este trabalho concorda com os autores citados, que relatam que pectinas
modificadas apresentam aplicagcbes farmacolégicas, demostrando efeitos
significativos contra células tumorais.

Cabe ressalta que as farinhas e as pectinas do albedo do maracuja podem

ser empregadas no desenvolvimento de novos produtos, como biscoitos, cereais,
geleias, iogurtes e doces. A farinha do albedo do maracuja autoclavada, além de
apresentar alto teor de compostos fendlicos, utilizada como matéria prima para
extracdo de pectina, aliada a modificacdo quimica da molécula, pode ser utilizada
como fonte potencial de compostos com atividade antitumoral.
Em geral, busca-se a extracdo de pectina com elevada massa molar e alto grau de
esterificacdo com consequente capacidade de geleificacdo mais adequada para a
industria. Para tanto, a matéria-prima deveria ser cuidadosamente armazenada e
tratada termicamente, para evitar degradacao enzimatica ou quimica.

Entretanto, com este trabalho, pode-se inferir que a pectina modificada, com
menor massa molar e mais baixo grau de esterificacdo apresenta outro tipo de
aplicacdo funcional farmacol6gica, mostrando-se efetiva contra células tumorais. A
producdo desse tipo de pectina pode ser feita com matéria-prima em degradacao
parcial, com menor custo. O investimento devera ser direcionado para a aquisi¢do

dos reagentes para a modificacdo quimica.

Ou seja, se a industria souber aproveitar seus subprodutos, por meio da
minimizacdo de residuos, além de obter lucratividade pode contribuir para melhorar

a qualidade de vida da populacao.
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Como sugestbes para estudos posteriores, além da extracdo e da
modificagcdo das pectinas, € necessario isolar o composto em fragdes com diferentes
massas moleculares, a fim de determinar com especificidade a parte da pectina que

apresenta maior agéo antitumoral, tanto in vitro quanto in vivo.
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5. CONCLUSAO

A forma de obtencado das farinhas influencia na composicado e aparecia dos
mesmos. A extracdo das pectinas a partir das farinhas apresenta um rendimento
entre 13,2 e 14,5%.

A modificacdo quimica influenciou na composicao das pectinas obtidas, que
apresentaram reducéo no teor de metanol e aumento no teor de acido galacturénico,
grau de metoxilacao (8,95 a 8,34%) e reducdo na massa molar.

Quanto ao efeito citotdxico, in vitro, a concentracdo de 2,63 mg mL™’ da
pectina autoclavada modificada apresentou melhor efeito citotoxico sobre as células
Jurkat, de origem leucémica, demostrando um potencial antitumoral promissor para

células leucémicas.
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