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RESUMO

Tendo em vista a diversidade floristica nativa brasileira, o investimento no
desenvolvimento biotecnoldgico de produtos naturais € necessario. Polissacarideos séo
carboidratos complexos que desempenham papéis diversos em sistemas bioldgicos e
aplicacdes industriais. As diferentes fontes de obtencéo dos polissacarideos refletem nas
diversas propriedades quimicas e fisico-quimicas que os mesmos possuem. Com base
nisso, o objetivo desde trabalho € estudar as propriedades fisico-quimicas, estruturais e
bioldgicas de polissacarideos extraidos de exsudatos Citrus x latifolia (limoeiro) e
Spondias purpurea (serigueleiro). Para tanto, o primeiro cépitulo, a goma de limoeiro
(GL) foi isolada e caracterizada. Além disso, a biocompatibilidade da goma foi avaliada
in vitro (células ndo tumorais e tumorais) e in vivo (Galleria mellonella e modelo de
toxicidade aguda em camundongos). A propor¢do entre 0s monossacarideos encontrados
na GL foi 1:0,65:0,06:0,15 para arabinose:galactose:ramnose:4-OMe-écido glucurénico.
Pequenos tracos de proteina foram detectados, enfatizando a pureza do isolado. A GL
apresentou atividade antiproliferativa contra células de cancer de adenocarcinoma de
prostata humano e nos modelos de toxicidade in vivo demonstraram que a GL é um
polimero biocompativel. No segundo cépitulo, ap6s o isolamento da goma do serigueleiro
(GS), sua composicdo foi determinada e seu perfil estrutural avaliado. Além de
propriedades fisico-quimicas, térmicas e toxicidade foi observada in vitro e in vivo. Os
resultados demonstraram que a razdo de monossacarideos estabelecida foi de
1:0,55:0,05:0,04:0,03 para Gal:Ara:Gli:Man:Xil, respectivamente, indicando a presenca
de uma arabinogalactana de alta massa molar, com pequenos tracos de proteina e 16% de
acidos urdnicos, bem como a ocorréncia de acidos glucurénico e 4-O-metil glucurdnico
evidenciados. Possui 3 eventos de degradacdo térmica. Os resultados de toxicidade in
vitro e in vivo demonstraram a biocompatibilidade de GS nos modelos testados. Portanto,
nossos achados destacam o uso potencial da GL e GS em diferentes abordagens
biotecnologicas, devido as suas caracteristicas fisico-quimicas e perfis atdxicos.

PALAVRAS-CHAVE: Arabinogalactanas; Caracterizacao quimica; Perfil toxicologico.
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ABSTRACT

Considering the native Brazilian floral diversity, investment in the biotechnological
development of natural products is necessary. Polysaccharides are complex carbohydrates
that play diverse roles in biological systems and industrial applications. The different
sources of polysaccharides reflect the diverse chemical and physicochemical properties
that they possess. Based on this, the objective of this work is to study the
physicochemical, structural and biological properties of polysaccharides extracted from
exudates of Citrus x latifolia (lemon tree) and Spondias purpurea (serigueleiro). For this
purpose, in the first chapter, lemon tree gum (LG) was isolated and characterized. In
addition, the biocompatibility of the gum was evaluated in vitro (non-tumor and tumor
cells) and in vivo (Galleria mellonella and acute toxicity model in mice). The ratio of
monosaccharides found in LG was 1:0.65:0.06:0.15 for arabinose:galactose:rhamnose:4-
OMe-glucuronic acid. Small traces of protein were detected, emphasizing the purity of
the isolate. LG showed antiproliferative activity against human prostate adenocarcinoma
cells and in vivo toxicity models demonstrated that LG is a biocompatible polymer. In the
second chapter, after isolation of seriguela tree gum (SG), its composition was determined
and its structural profile was evaluated. In addition, physicochemical and thermal
properties and toxicity were observed in vitro and in vivo. The results demonstrated that
the  established = monosaccharide  ratio was  1:0.55:0.05:0.04:0.03  for
Gal:Ara:Gly:Man:Xyl, respectively, indicating the presence of a high molar mass
arabinogalactan, with small traces of protein and 16% uronic acids, as well as the
occurrence of glucuronic and 4-O-methyl glucuronic acids evidenced. It has 3 thermal
degradation events. The in vitro and in vivo toxicity results demonstrated the
biocompatibility of SG in the tested models. Therefore, due to their physicochemical
characteristics and non-toxic profiles, our findings highlight the potential use of LG and
SG in different biotechnological approaches.

KEYWORDS: Arabinogalactans; Chemical characterization; Toxicological profile.
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1 INTRODUCAO

Polissacarideos sdo carboidratos complexos que desempenham papéis diversos
em sistemas bioldgicos e aplicagdes industriais (Saraswat et al., 2023). Eles servem como
componentes estruturais em plantas, reservas de energia e materiais funcionais em varios
campos, incluindo ciéncia de alimentos e medicina. Suas propriedades Unicas, como
biocompatibilidade e biodegradabilidade, os tornam valiosos no desenvolvimento de
materiais inovadores e agentes terapéuticos (Elango et al., 2023; Benalaya et al., 2024;
Sharma; Bhende, 2024).

Os polissacarideos sdo geralmente derivados de plantas, fungos e outros recursos
bioldgicos naturais (Darge et al., 2019; Benalaya et al., 2024). Esses polissacarideos
naturais ndo sdo apenas componentes funcionais da planta, fornecendo energia e
nutrientes para o consumo humano. Mas também desempenham papéis importantes em
processos bioldgicos celulares, atuando como substancias fisiologicamente ativas e
desempenhando funcgdes reguladoras bioldgicas (Caffall; Mohnen, 2009; Pirselova;
Matusikova, 2013; Benalaya et al., 2024). Nos ultimos anos, a pesquisa envolvendo 0s
polissacarideos naturais tém atraido cada vez mais atencédo, devido a versatilidade desses
biomateriais e seu amplo espectro de aplicacao (Elango et al., 2023; Ramaprabha et al.,
2024).

As diferentes fontes de obtencdo dos polissacarideos refletem nas diversas
propriedades quimicas e fisico-quimicas que os mesmos possuem (Mohammed; Naveed,;
Jost, 2021). Eles podem diferir em termos de grau de polimerizacdo (Saavedra-Leos et
al., 2015) peso molecular (Wang et al., 2023), composicdo de monossacarideos (HU et
al., 2021), estrutura molecular, tipo de ligacdo glicosidica, arranjo e estrutura de
ramificacdo, bem como em termos de grupos reativos e outras propriedades (Du;
Jeepipalli; Xu, 2022; Chen; Zhang; Chen, 2024).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Flora do Brasil
O Brasil apresenta uma diversidade bioldgica unica no mundo, com mais 20 % da

biodiversidade mundial. A flora brasileira apresenta cerca de 49 mil espécies descritas
(IBGE, 2020). A importéncia da biodiversidade vai além da ambiental e reflete nas
questdes sociais e na geracao de renda para povos e comunidades (Conab, 2017). A regiéo
do Nordeste do Brasil abriga cerca de 54 % e 27% do bioma caatinga e cerrado,
respectivamente (Embrapa, 2015). Esses ecossistemas sdo responsaveis por atuar com
cerca de 46 % na economia (Conab, 2020).

Os biomas Caatinga e Cerrado brasileiros sdo ecossistemas distintos, mas
interconectados. Cada um exibindo biodiversidade uUnica e enfrentando desafios
significativos de conservacdo. O Cerrado, abriga uma rica variedade de anfibios
endémicos e fungos micorrizicos arbusculares, enquanto a Caatinga, um ecossistema de
terras secas, com espécimes variadas e que se adaptaram para suportar longos periodos
de seca (IBGE, 2020; Do Lago Santana et al., 2024; Gomes et al., 2024).

A diversidade de fungos micorrizicos arbusculares do Cerrado € crucial para a
salde das plantas. Com 82 espécies de fungos micorrizicos identificadas, particularmente
em areas de transicdo para a Caatinga (Pontes et al., 2024; Gomes et al., 2024). A
vegetacdo da Caatinga € caracterizada por diversas comunidades vegetais, que sdo
essenciais para manter o equilibrio ecol6gico (Da Silva et al., 2023).

Tais condi¢fes ambientais, tornam o Brasil uma terra Gnica no mundo, quanto a
fonte de inimeras plantas medicinais, historicamente utilizadas para tratamento de
diversas doencgas. A integracdo dessas plantas na medicina moderna destaca seu potencial
no desenvolvimento de novos compostos bioativos (Gomes Da Costa et al., 2023). As
espécies ricas em fitoquimicos, incluindo terpenos, flavonoides e éleos essenciais, que
exibem varias atividades bioldgicas (De Carvalho; Conte-Junior, 2021; Borsoi, 2024).

Estudos mostraram que extratos de plantas brasileiras demonstram atividade
antimicrobiana significativa contra varios patdgenos, incluindo bactérias e fungos
(Queiroz et al., 2023). As propriedades antimicrobianas desses compostos sugerem seu
uso potencial no tratamento de infeccbes e no enfrentamento da resisténcia
antimicrobiana (Suffredini et al., 2023). Os compostos bioativos da flora brasileira estdo
sendo explorados por seus papéis na prevencdo e tratamento de doengas como cancer,

diabetes e disturbios cardiovasculares (De Carvalho; Conte-Junior, 2021). Oleos



16

essenciais de plantas nativas estdo sendo considerados para uso em sistemas alimentares
e cosméticos devido aos seus beneficios a saude (Borsoi et al., 2024).

Neste enfoque, as espécies dos géneros Citrus e Spondias tém importancia
significativa no Brasil, devido suas amplas distribui¢do no territdrio e as suas aplicacdes
nutricionais, medicinais e industriais. Ambos 0s géneros sdo ricos em compostos
bioativos que contribuem para beneficios & salde e tém usos potenciais em tecnologia de
alimentos e produtos farmacéuticos (De Moraes; De Castro; Genovese, 2012; Galvan-
Lima, 2021; De Freitas et al., 2024).

2.2 Género Citrus
O género Citrus abrange um grupo diverso de plantas conhecidas por seu

significativo valor nutricional, medicinal e econdbmico. Com mais de 1300 espécies, as
frutas citricas sdo cultivadas globalmente, principalmente em climas tropicais e
subtropicais. Este género é caracterizado por sua taxonomia complexa e rica composicao
fitoquimica, o que contribui para varios beneficios a saude e aplicacbes em varias
industrias. Citrus pertence a familia Rutaceae. A taxonomia do género é complexa,
Swingle e Tanaka, dois sistemas principais de classificacdo, identificando cerca de 36
espécies (Raghuvanshi, 1962; Hazarika; Hazarika; Shukla, 2014; Ollitrault; Curk;
Krueger, 2020).

A ocorréncia do género Citrus no Brasil é significativa devido a sua importancia
econbmica e condicBes ecoldgicas favoraveis. Sendo o maior exportador mundial de suco
citrico, respondendo por 40% da producdo de laranja doce e 60% do processamento de
suco globalmente (Passos et al., 2015). As espécies do género Citrus, ocorrem em todas
as regides: Norte (Acre, Amazonas, Amapa, Para, Rondbdnia, Roraima, Tocantins),
Nordeste (Alagoas, Bahia, Ceara, Maranhdo, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do
Norte, Sergipe), Centro-Oeste (Distrito Federal, Goias, Mato Grosso do Sul, Mato
Grosso), Sudeste (Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo), Sul (Paran4,
Rio Grande do Sul, Santa Catarina) (Pirani, 2015; Pirani; Groppo, 2020).

As frutas citricas das espécimes desse género sdo ricas em flavonoides, acidos
fenolicos e Oleos essenciais, contribuindo para suas propriedades antioxidantes, anti-
inflamatdrias e anticancerigenas (Parwinder et al., 2023). Estudos epidemioldgicos
associam o consumo de frutas citricas a reducdo de riscos de vérias doengas, incluindo
ansiedade e transtornos de humor (Kaur et al., 2024) (Parwinder et al., 2023). Extratos

citricos sdo utilizados em alimentos, cosméticos e produtos ecoldgicos, demonstrando sua



17

versatilidade (Hamid et al., 2023). Além de que, seus residuos do processamento de frutas
possuem potenciais aplicaces agricolas e podem ser convertidos em biocombustiveis
(Hamid et al., 2023).

2.3 Género Spondias
O género Spondias pertence a familia Anacardiaceae, mesma familia do cajueiro,

e possui cerca de 18 espécies distribuidas nas regides tropicais, Asia e Oceania. No
Nordeste brasileiro, destacam-se as espécies: Spondias mombin L. (cajazeira), Spondias
purpurea L. (serigueleira), Spondias cytherea Sonn. (cajaraneira), Spondias tuberosa Aur.
Cam. (umbuzeiro) e Spondias spp. (umbu-caja e umbuguela), sendo arvores frutiferas
largamente exploradas. Estas espécies sao plantas em domesticacdo que produzem frutos
do tipo drupa (fruto carnoso com apenas uma semente) e de boa aparéncia, qualidade
nutritiva, aroma e sabor agradaveis, 0s quais sdo muito apreciados para 0 consumo como
fruta fresca ou na forma processada como polpa, sucos, doces, néctares, picolés e sorvetes
(Souza, 1998; Silva-Luz; Pirani, 2015; Bfg, 2021; Silva; Agra, 2021).

A Spondias purpurea L. arvore que produz a seriguela, fruto tipo drupa de cor
vermelho-escura quando maduro, possui polpa de coloracdo amarela, aroma e sabor
agradaveis (Nogueira et al., 2014) é muito apreciada no Nordeste brasileiro. Refletido
pelo continuo aumento do consumo da fruta in natura ou processada na forma de diversos
produtos, normalmente disponibilizados no mercado, o que tem proporcionado crescente
interesse para seu cultivo comercial (Silva; Agra, 2021).

Além disso, o género Spondias abrange varias espécies com aplicacdes
biotecnoldgicas significativas, particularmente em alimentos, produtos farmacéuticos e
cosméticos. Essas espécies, como Spondias mombin e Spondias tuberosa, sdo ricas em
compostos bioativos que oferecem varios beneficios a saude e usos industriais. Os frutos
de Spondias sdo ricos em compostos bioativos, incluindo fendlicos e flavonoides, que
contribuem para suas propriedades antioxidantes (De Freitas et al., 2024) (Sameh et al.,
2018). Eles estdo sendo explorados como ingredientes em alimentos funcionais, como
farinhas e iogurtes, aumentando o valor nutricional e 0s beneficios a saude (Silva; Agra,
2021). Extratos de espécies de Spondias exibem atividades inibitorias enzimaticas
significativas, sugerindo potencial no tratamento de condi¢cbes como diabetes e doencas
neurodegenerativas (Sinan et al., 2021) (Sameh et al., 2018).

As propriedades antioxidantes, anti-inflamatérias e antimicrobianas dessas

plantas as posicionam como candidatas para o desenvolvimento de novos agentes
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terapéuticos (Da Silva et al., 2014). As propriedades antioxidantes e anti-inflamatdrias
dos extratos de Spondias os tornam adequados para uso em formulagdes cosméticas,
promovendo a salde da pele (Sinan et al., 2021) (Sameh et al., 2018). Embora o potencial
das espécies de Spondias seja evidente, suas aplicagdes permanecem pouco exploradas,
indicando a necessidade de mais pesquisas para aproveitar totalmente seus beneficios em

varias indUstrias.

2.4 Polissacarideos
Os polissacarideos sdo biopolimeros de estruturas complexas, que podem ser

formados por uma ou mais unidades de carboidratos. De acordo com essa caracteristica
pode ser classificado como mono, di ou polissacarideo. Esses, podem ser obtidos de
diversas fontes naturais (Saraswat et al., 2023).

Caracteristicas estruturais e propriedades fisico-quimicas que os polissacarideos
possuem, incluindo a solubilidade em &gua, peso molecular, composi¢cdo monomeérica,
tipos de ligagdes glicosidicas da cadeia principal e das ramificacdes, podem contribuir
para uma boa atividade bioldgica (Ding; Hou; Hou, 2012). Pode-se associar também sua
atividade com outras macromoléculas, a exemplo das proteinas (Chen et al., 2016).

O exsudato de uma planta, rico em polissacarideos, pode ser definido como um
fluido que percorre o tronco da arvore, produzido pelas células epiteliais de plantas.
Quando o cdrtex sofre alguma agressdo, seja por injaria fisica ou atague microbiano, a
planta libera o exsudato para a protecdo contra infeccGes e dissecacdo (Bemiller; Huber,
2010; Porto, 2018). Além disso, 0 processo de exsudacgdo inicia-se como um mecanismo
defensor que se desenvolve, principalmente, em areas semiaridas (Andrade et al., 2013).
Este é um liquido com aspecto viscoso que ao ficar exposto ao ar, endurece (Nussinovitch,
2010).

Os polissacarideos extraidos das plantas apresentam em sua totalidade uma maior
concentracdo de carboidratos de elevada massa molar, compostos de unidades
monossacaridicas conectados por liga¢des glicosidicas (Buriti et al., 2014; Cerqueira et
al., 2011). Logo, é importante destacar que os polissacarideos ganham destaque devido
seu alto peso molecular, o que faz com que estas moléculas despertem grandes interesses,
devido a sua variedade e aplicacdo. Dessa forma, as gomas podem ser determinadas como
substancias poliméricas com amplo potencial de compor solucbes, dispersbes com
elevada viscosidade chegando a consisténcia até mesmo de gel (Cunha; Paula; Feitosa,
2009).
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A busca pelo uso de polissacarideos bioativos em diversas terapias humanas é
devido a seguranca e baixa toxicidade que geralmente apresentam (Yu et al., 2017).
Sendo assim, Varios estudos comprovam as atividades bioldgicas complexas de
polissacarideos, com pesquisas avancando com foco em estudos de estrutura-atividade e

mecanismos de acdo desses polissacarideos, inclusive de gomas (Shi, 2016).

2.5 Gomas
As gomas sdo polissacarideos naturais oriundos de macroalgas, de plantas

(podendo ser retiradas dos exsudatos, das sementes das arvores e/ou arbustos), produzidas
por micro-organismos (Lima et al., 2002; Carignatto, 2012) ou advindos de alteragdes
quimicas produzidas pelos organismos (Porto, 2018).

Boa parte destas gomas, sdo polimeros de cadeia extensa, hidrossollveis e
apresentam propriedade de intumescimento (Porto, 2018). Estes polimeros apresentam a
capacidade de formacdo de gel ou dispersdo de alta viscosidade, tais caracteristicas se
devem a sua concentragdo no meio. Assim, podem ser aplicados como agentes
emulsificantes e suspensores (Zhang et al., 2024).

As gomas apresentam propriedades e caracteristicas especificas que variam de
acordo com a sua estrutura molecular (Guo et al., 2025). Sdo exemplos de gomas de
exsudato de plantas a goma arabica (Gashua; Williamns; Baldwin, 2016), goma do
cajueiro (Ribeiro et al., 2016), goma Karaya (Nussinovitch, 2010), goma persa e goma
tragacanto (Teimouri; Abbasi; Sheikh, 2016) e goma do angico (Silva; Rodrigues; Paula,
1998). Cada goma possui caracteristicas intricicas, que podem interferir diretamente na
sua biocompatibilidade, biodegradabilidade e producdo de biomateriais. O estudo dessas

caracteristicas sao esséncias para novos biopolimeros (Elango et al., 2023)
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
Estudar as propriedades fisico-quimicas, estruturais e biologicas de

polissacarideos extraidos de exsudatos de plantas da espécie Citrus x latifolia (limoeiro)

e da espécie Spondias purpurea (serigueleiro).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e lsolar, purificar as gomas da espécie Citrus x latifolia (limoeiro) e da espécie Spondias

purpurea (serigueleiro);

e Caracterizar a estrutura, carga superficial, composicdo, carateristicas fisico-quimicas
e termogravimétricas das gomas do limoeiro e do serigueleiro;

e Verificar a biocompatibilidade in vitro das gomas do limoeiro e do serigueleiro em
diferentes linhagens celulares;

¢ Realizar o teste de biocompatibilidade in vivo das gomas do limoeiro e do serigueleiro

em dois modelos distinos.
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RESUMO
A gomade limoeiro (GL) obtida de Citrus x latifolia no Brasil foi isolada e caracterizada.

Além disso, a biocompatibilidade da goma foi avaliada in vitro (células ndo tumorais e
tumorais) e in vivo (Galleria mellonella e modelo de toxicidade aguda em camundongos).
A proporgdo entre 0os monossacarideos encontrados na GL foi 1:0,65:0,06:0,15 para
arabinose:galactose:ramnose:4-OMe-acido glucurénico. Pequenos tracos de proteina
foram detectados, enfatizando a pureza do isolado. A massa molar foi de 8,08x10° g/mol,
com trés eventos de degradacdo diferentes observados na andlise térmica. A GL
apresentou atividade antiproliferativa contra células de cancer de adenocarcinoma de
préstata humano, com porcentagem superior a 50%. Os modelos de toxicidade in vivo
demonstraram que a GL é um polimero biocompativel, com pouca diferenca nos
parametros em comparacdo ao grupo controle. Esses resultados demonstram avango no
estudo da composicdo e toxicidade da GL, indicando um potencial para diversas

aplicacdes biomédicas e biotecnoldgicas.

PALAVRAS-CHAVE: Biopolimero, caracterizacdo quimica, biocompatibilidade.
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ABSTRACT
Lemon gum (LG) obtained from Citrus x latifolia in Brazil was isolated and
characterized. In addition, gum biocompatibility was evaluated in vitro and in vivo by
Galleria mellonella and mice model. The cytotoxicity against tumor cells was also
evaluated. The ratio of arabinose:galactose: rhamnose:4-OMe-glucuronic acid was
1:0.65:0.06:0.15. Small traces of protein were detected, emphasizing the isolate purity.
Molar mass was 8.08x10° g/mol, with three different degradation events. LG showed
antiproliferative activity against human prostate adenocarcinoma cancer cells, with
percentage superior to 50%. In vivo toxicity models demonstrated that LG is
biocompatible polymer, with little difference in the parameters compared to control
group. These results demonstrate advance in the study of LG composition and toxicity,

indicating a potential for several biomedical and biotechnological future applications.

KEYWORDS: Biopolymer, chemical characterization, biocompatibility.
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1. INTRODUCAO
Tendo em vista a diversidade floristica nativa brasileira, o investimento no

desenvolvimento biotecnoldgico de produtos naturais € necessario, pois 0 uso consciente
e sustentavel dos recursos naturais favorece o equilibrio entre exploracdo e preservagdo
(Da Silva et al., 2018). O limoeiro é amplamente utilizado pela popula¢do devido ao
consumo frequente de frutos. Esta arvore e as partes, como caule, folhas, raiz, flores,
frutos e sementes, tém amplos e bem estabelecidos relatos de importantes atividades
biologicas. Vale ressaltar que esta espécie tem aplicagdes etnofarmacoldgicas, como
emagrecedor; frieiras, tosse (Passalacqua; Guarrera; De Fine, 2007), antileishmania
(Gachet et al., 2010), antibacteriano, anti-inflamatério, anti-helmintico (Arias; Ramén-
Laca, 2005), cefaleia (Posso et al., 2010), ictericia, caspa, febre (Silambarasan; Ayyanar,
2015) e antitumoral (Caetano et al., 2015). Outras atividades como contra resfriado,
analgeésico, antianémico, antidiarreico, (Alarcon et al., 2015) antimalarico (Kffuri et al.,
2016), dislipidemia, obesidade, diabetes tipo 2 e antiemético (Esakkimuthu et al., 2016),
prevenindo doencas cardiovasculares (Khan et al., 2018), também foram relatadas.
Gomas sao polissacarideos compostos de diferentes unidades de monossacarideos
(galactose, arabinose, ramnose, atomos urénicos, etc.), que sdo ligados por ligacGes
glicosidicas (1—3 ligado, 1—6 ligado, etc.). Esses produtos podem ser obtidos por meio
de um fendmeno exsudativo, uma resposta fisioldgica a lesdes mecanicas ou bioldgicas,
ou por meio da extracdo de tecidos vegetais. Gomas obtidas de exsudatos séo geralmente
solliveis em &gua devido a presenca de hidroxilas na estrutura quimica. Eles também
podem formar géis em solugbes aquosas, que sdo principalmente quimicamente
biocompativeis, ndo toxicos, biodegradaveis e de pratica obtencdo (Saha et al., 2017).
Os primeiros estudos com dados da goma do limoeiro (GL) de 1936, Anderson,
Russel e Seigle (1936). mostram a presenca de galactose, arabinose e &cido glucurénico.
Estudos posteriores, usando hidrolise parcial, demonstraram a presenca dos principais
acucares previamente identificados, mas também incluiram ramnose e acido 4-O-metil
glucurdénico na composicdo (Connell et al., 1950; Andrews; Jones, 1955). Uma
investigacdo mais detalhada foi realizada por Stoddart e Jones (1968), usando metilacao
parcial para propor as caracteristicas estruturais deste polimero. Os autores mostraram
gue a goma possui D-galactose (36%), L-arabinose (33%), L-ramnose (5%), acido D-
glucurdnico (7%) e acido 4-O-metil-D-glucurénico (16%). A estrutura sugerida para a
goma de lim&o indica uma cadeia principal composta por B-D-galactopiranose (B-D-
Galp) ligada (1—3) e (1—6) com ramificagcdo de B-D-Galp (1—6). L-arabinopiranose,
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L-arabinofuranose, L-ramnopiranose, &cido D-glicurénico e 4-O-metil-glicurénico estao
presentes nas cadeias laterais e como residuos terminais.

Apesar desses estudos anteriores, nenhuma investigagéo adicional foi feitaem GL
isoladas no mundo e especialmente no Brasil. Alem disso, os efeitos promovidos pela GL
em sistemas bioldgicos ainda ndo foram estudados. Portanto, com base em informacdes
anteriores que foram explicadas, o objetivo deste estudo foi isolar e caracterizar (C. x
latifolia (Yu. Tanaka) Tanaka) LG obtidas de Parnaiba-PI, Brasil. Bem como avaliar a

toxicidade em trés modelos diferentes, incluindo contra células cancerigenas.

2 METODOLOGIA

2.1 Isolamento da GL
Partes da espécime C. x latifolia foram coletadas, a exsicata foi montada,

identificada e posteriormente foi depositada no Herbario Delta do Parnaiba (HDelta),
Piaui, sob 0 n°5267, bem como registrado no Conselho de Gestao do Patriménio Genético
(SisGen) (AD8FOF6). O método descrito por Teixeira et al. (2007) foi utilizado para
obtencdo de goma isolada. Para tanto, foi preparada uma solucéo aquosa do exsudato (5%
p/v). Essa solucgdo foi submetida a filtragio e ajuste de pH para 7 (NaOH & 1 mol.L™?).
Posteriormente, foram adicionados 2 g de cloreto de sédio (NaCl) e agitados por 30 min.
Ap0s isso, foi realizada a precipitacdo com alcool etilico, na proporc¢éo de 3:1 (v/v). Por
fim, o precipitado foi lavado com alcool etilico, sequido de acetona, e seco sob fluxo de

ar quente.

2.2 Cromatografia de excluséo de massa
A distribuicdo da massa molar foi determinada por cromatografia de excluséo de

massa, com o equipamento Shimadzu LC-20AD acoplado a detector de indice de refracéo
(RID-10A). A coluna PolySepLinear (300 x 7,8 mm) foi usada para analise, com 0,1
mol.L? (ag) NaNOs como eluente, a 30 °C, com vazdo de 1 mL/min e volume de injegdo
de amostra de 50 pL. Padrdes de Pullulan (P-82, Shodex) foram usados, seguindo a
equacéo:

Log m=14.33638 — 1.12336 x Ve

2.3 Analise elementar, termogravimétrica e potencial Zeta
A composicéo de carbono, hidrogénio e nitrogénio do GL foi obtida por analise

elementar, utilizando um analisador Perkin Elmer 2400 Series Il CHN, com detector de
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condutividade térmica. O fator de conversdo utilizado para %N em proteina foi 5,87
(Azero; Andrade, 2002). O potencial Zeta ({) (mV) da GL foi obtido pelo equipamento
Malvern Zetasizer Nano ZS90 utilizando uma solucéo aquosa de 10 mg/mL. A andlise
termogravimeétrica (TGA) foi realizada sob fluxo de ar sintético, utilizando o equipamento
Shimadzu TGA-50 a uma taxa de aquecimento de 10 °C min™* na faixa de temperatura de
25-700 °C. A taxa de fluxo de ar foi mantida em 60 mL min', e a massa inicial da GL foi
de 10 mg.

2.4 Hidrolise e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
A hidrolise da GL foi realizada com &cido trifluoroacético (TFA). A amostra (10

mg) foi dissolvida em agua (1 mL) e mantida sob agitacdo por 24 horas, entdo TFA (1
mL, 4 mol/L) foi adicionado e a solu¢édo foi colocada em tubo selado, que foi mantido a
100 °C em banho de glicerina por 7 horas. Para eliminar o excesso de &cido, a solucéo foi
lavada com metanol (5x10 mL) e concentrada em banho-maria a 80 °C. A composicao
foi determinada por HPLC no equipamento Shimadzu LC-20AD. Usando coluna Rezex
™ ROA-Organic Acid H + (8%) (300 x 7,8 mm) e H2SO4 (aq) 8 mmol.L™ como eluente.

A identificacdo foi realizada usando padrdes de monossacarideos.

2. 5 Ressonancia magnética nuclear (RMN)
Para obter os espectros de RMN, a amostra de LG (20 mg) foi dissolvida em 6xido

de deutério (D20). Os espectros foram obtidos no equipamento Bruker AVANCE DRX
500 MHz. O 2,2-dimetilsilapentano-5-sulfonato de sédio (DSS) foi usado como padrédo
interno (0,00 ppm para tH). Para comparar os resultados com dados da literatura, foram
usados outros espectros de padrdo interno, o carbono do grupo metil da ramnose, presente

na GL, foi corrigido para 616,4.

2.6 Ensaio de citotoxicidade in vitro
Testes de citotoxicidade foram realizados nas seguintes linhagens celulares

cancerigenas: HCT-116 (carcinoma colorretal humano - concentracdo de plaqueamento
celular: 7x10%, PC-3 (adenocarcinoma de prostata humano - 1x10°), SNB19
(glioblastoma humano - 1x10°), HL60 (leucemia mieloide aguda - 3x10°) e B16-F10
(melanoma de pele Mus musculus murino - 6x10%). Linhagens celulares ndo cancerigenas
também foram avaliadas: HEK293 (rim embrionario humano - 1x10° - fornecido pelo

National Cancer Institute, EUA) e L929 (fibroblasto murino - 7x10* - fornecido pelo
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Banco de Células do Rio de Janeiro, BCRJ). Meio RPMI 1640 (HCT116, PC-3, SNB-19
e HL60) ou Dulbecco’s Modified Eagle Medium-DMEM (B16F10, HEK293 e L929)
foram usados para cultivar células, suplementados com 10% de soro bovino fetal e 1% de
antibioticos (100 pug/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina) e mantidos a 37
°C e atmosfera controlada contendo 5% de COx.

A andlise de citotoxicidade foi realizada pelo método do brometo de 3-(4,5-
dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-tetrazolio (MTT) (Mosmann, 1983). As placas tratadas
com o composto foram incubadas por 72 h em 5% de CO; aquecido a 37 °C. Os
experimentos foram analisados de acordo com a média + desvio padrdo (DP) da
porcentagem de inibicdo do crescimento celular usando o software GraphPad Prism 7.01,
a partir de um experimento quadruplicado. O ICs foi determinado para as células que no
ensaio de concentracdo Unica apresentaram a maior porcentagem de inibicdo do
crescimento celular. Para observar as alteracdes morfoldgicas causadas pelo GL nas
células, foi feita a coloragcdo com Panoético rapido (Laborclin®). O ensaio foi executado
em uma placa de 24 pogos com laminulas circulares na parte inferior e incubada com
células por 24 h (37 °C, 5% de CO- e 95% de umidade). Apds esse periodo, o GL foi
adicionado na concentracdo de ICso previamente determinada e incubado por 48 h nas
mesmas condi¢des das plaquetas. Em seguida, as células foram fotografadas em um
microscopio Optico (Zeiss, Alemanha).

2.7 Teste de toxicidade in vivo

2.7.1 Curva de sobrevivéncia em Galleria mellonella
A avaliacdo da toxicidade em G. mellonella foi realizada de acordo com

Balasubramanian et al. (2018), com algumas modificacGes. Cada grupo experimental
consistiu de 16 larvas selecionadas aleatoriamente (250-300 mg). Para o teste, oa GL foi
dissolvido em tampéo fosfato (PBS), e 10 pL de doses de 50, 25 e 10 mg/kg foram
inoculados no ultimo proleg (pata falta) esquerdo de larvas de diferentes grupos, usando
uma seringa Hamilton. No grupo controle, as larvas receberam apenas PBS estéril. Apds
o0s tratamentos, as larvas foram incubadas a 37 °C por sete dias e verificadas diariamente

para sobrevivéncia.

2.7.2 Teste para determinacéo de toxicidade aguda em camundongos
Camundongos Swiss pesando entre 25 e 36 g foram obtidos da Universidade

Federal do Piaui. Os animais foram divididos em dois grupos (n = 5) e mantidos sob
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temperatura controlada (22 + 2 °C) em um ciclo de 12h claro/12h escuro, com consumo
monitorado de alimento e 4gua (100 g e 100 mL, respectivamente). Todos os tratamentos,
procedimentos e protocolos experimentais utilizados neste estudo foram aprovados pelo
Comité de Etica em Pesquisa Animal da Universidade Federal do Piaui, sob o nimero
068/14. Para avaliar a toxicidade aguda do GL na dose de 2000 mg/kg, foi utilizada a
metodologia classica de toxicidade aguda oral descrita pela Organizacdo para Cooperagédo
e Desenvolvimento Econdmico (OECD) 423/2002 (OECD, 2018), que coordena 0s
ensaios de toxicidade in vivo. Os animais foram avaliados segundo parametros da triagem
hipocratica, conforme proposto por Brito (1994). Durante 14 dias, o consumo de agua e
alimento foi monitorado, bem como a producéo de excretas e aspecto fecal. Parametros
bioquimicos e hematoldgicos também foram feitos. Para finalizar, massa média de 6rgéos
e analise histologica de figado, baco, rim, coracdo e intestino de animais foram realizados
(ALVES et al., 2020).

2.7.3 Analise estatistica
As curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier para G. mellonella foram geradas e

analisadas com o teste log-rank (Mantel-Cox) usando o software GraphPad Prism 6
(GraphPad Software, San Diego, Califérnia, EUA).

Para todos os experimentos em camundongos, a média + erro padrdo da média
(EPM) foi calculada com base no nimero de eventos (n) em cada grupo. A diferenca
estatistica entre os grupos foi determinada pela comparacdo entre as médias, realizada

pelo “teste t” de Student. A significancia estatistica foi considerada quando p< 0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
C. x latifolia (figura 1A) foi adequadamente identificada e o exsudato foi coletado

diretamente da mesma arvore (figura 1B e 1C). O exsudato foi submetido ao isolamento
por precipitagdo com etanol, resultando na minimizagdo de impurezas, e a GL obtida
apareceu como um po6 branco (figura 1D). Apds o isolamento da GL, o biopolimero

apresentou um rendimento de 79,3%.
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Figura 1. Espécime de C. x latifolia no ambiente, da coleta ao polissacarideo isolado. Em
A: Arvore de C. x latifolia, em B: Corte do caule demonstrando a liberag&o natural de

exsudato, em C: exsudato coletado, e em D: GL isolado.

3.1 Caracterizacédo do GL
O polissacarideo GL possui massa molar de 8,08x10° g.mol?, sendo assim

caracterizado como um polimero de alta massa molecular, com perfil de massa
monomodal (figura 2A), corroborando com Stoddart e Jones (1968), que apresentaram
massa molar na ordem de 2x10° g/mol para GL. Pela analise elementar, GL apresentou
35,87% de carbono, 5,85% de hidrogénio, seguido de 0,4% de nitrogénio. O dltimo
elemento citado pode estar relacionado a pequenos tracos de proteina presentes no
polimero, entdo o teor de proteina na goma foi calculado usando fator de converséo, e
estimado em 2,35% (De Paula; Rodrigues, 1995).
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Figura 2. Cromatograma da distribui¢do da massa molar da GL.

A GL apresentou carga superficial liquida de -35,3 mV. Potencial Zeta negativo
(©), como relatado para outras gomas, indica um potencial efeito polieletrolitico,
melhorando a aplicabilidade potencial como gelificacdo e emulsificacdo. Devido a essa
caracteristica (, as interacGes goma-ion podem ser usadas na regulagdo de sistemas de
liberacdo de farmacos (Saha et al., 2017; Li; Nie, 2016).

A andlise termogravimétrica da GL (figura 3) demonstrou trés eventos térmicos,
sendo o primeiro a 45,8 °C, caracterizado por residuos de baixo peso molecular presentes
na goma, como agua ligada. O primeiro evento foi caracterizado por 11,84% (1,184 mg)
de perda de massa da GL. O segundo evento foi marcado pela perda de 52,92% da massa
da goma, o que equivale a 5,292 mg. Este resultado foi caracterizado pela degradacéo do
polimero e observado a 256,3 °C. O ultimo evento foi observado a 488,3 °C, onde a massa
restante (35,24% - 3,524 mg) foi completamente degradada, culminando na porcentagem
residual de 0,37% a 700 °C (Liyanage et al., 2015)
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Figura 3. Termograma por anélise termogravimétrica (TGA) de GL.

A figura 4 mostra espectros 1D (*H, 3C, DEPT e HSQC) da GL. Na regi&o
anomérica (8 4,40- 5,26) do espectro de RMN de 'H (figura 4A) é possivel ver 8 sinais
devido a prétons anoméricos, no entanto, no espectro de RMN de *3C (figura 4B) 9 sinais
devido a carbonos anoméricos (895,5-109,1) podem ser representados. Isso pode ser
atribuido a sinais sobrepostos no espectro de RMN de *H. O experimento DEPT 135
(figura 4C) confirma que os sinais em 1,25 e 3,48 ppm s&o causados por grupos metil e
que sdo varios protons CH> (9 sinais em fase oposta aos sinais CH e CHz3). Os sinais foram
atribuidos respectivamente ao grupo metil da ramnose e ao acido 4-O-metil-glucurénico.

A presenca de sinais C=0 em 8176,5 e 5176,3 sdo devido aos residuos de acido 4-OMe-

a-D-glucurénico e acido a-D-glucurénico.
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Figura 4. Espectros de RMN 1D da GL em D20 (A) espectro de RMN de *H; (B) espectro
de RMN de C; (C) espectro DEPT 135.

O experimento HSQC foi realizado em DO (Figura 5A e B). O sinal C-6/H-6
devido ao grupo metil da ramnose em 5616,3/1,25 (Teixeira et al., 2007; Arata et al., 2016;
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Zhao et al., 2017) e a correlacdo do grupo O-metil em 659,8/3,48 (Arata et al., 2016;
Zhao et al., 2017; Sznaider et al., 2020) podem ser claramente observados no espectro na

figura 3D pela presenca do &cido 4-O-metil glucurénico.
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Figura 5. Espectro de RMN de HSQC de *H/**C da GL em D0 (A) espectro completo;

(B) espectros da regido anomeérica.

A expansao da regido anomérica (figura 5B) mostra 9 correlagdes. C-1/H-1 foram
atribuidos como a-L-arabinofuranose néo redutora (o-_-Araf) (6109,1/5,26); o-L-Araf 5-
O-substituido (6107,1/5,21); a-.-Araf 2-O-substituido (6107,2/5,10); galactopiranose (-
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p-Galp) (ligado 1,3) em 6102,9/4,52; B-p-Galp (ligado 1,6) em 5103,1/4,40 e B-p-Galp
(ligado 1,3,6) em 6103,7/4,45. As correlagdes C-1 H-1 do acido 4-OMe-a-p-glucurdnico
(4-OMe-GlcpA) e ramnopiranose (Ramp) (Rodriguez-Carvajal et al., 2003) s&o
mostradas em 6101,4/5,09 e 5100,4/4,74; O residuo o-_-arabinopiranose mostra
(correlagdo C-1/H-1 em 895,5/5,05 (Arata et al., 2016). A figura 6 mostra um padrao
estrutural de carboidrato obtido por analise estrutural e proposto por Stoddart e Jones
(1968), com B-p-galactopiranose (B-po-Galp) ligada (1—3) e (1—6) como cadeia principal
e B-o-Galp (1—6), L-arabinopiranose, L-arabinofuranose, L-ramnopiranose e 4-O-metil-

glucurdnico como ramificacdes (figura 6).
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Figura 6. Padrdo estrutural da GL obtido por analise estrutural.

A proporcao de unidades principais foi calculada com base no espectro integrado
de HSQC-RMN na regido anomérica (Tovar et al., 2016; Chagas et al., 2020; Pereira
Junior et al., 2021). A proporcdo de arabinose: galactose: ramnose:4-OMe-4cido
glucurdnico foi de 1:0,65:0,06:0,15 (Tabela 1). A propor¢do de agucares é diferente do

relatado anteriormente (Stoddart; Jones, 1968). No entanto, os mesmos tipos de
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monossacarideos estdo presentes em quantidades aproximadamente semelhantes. Embora
a proporcéo de agucares acidos tenha sido menor aqui (8% vs 23%). As analises de CLAE
de acucar neutro apos hidrolise mostrou uma proporc¢éo de: 1:0,67:0,09 (Tabela 1), para
arabinose:galactose:ramnose, corroborando com a composi¢do obtida por RMN. A
integracdo de sinais anoméricos de *H/**C permitiu o céalculo de diferentes residuos de
ligacdo na GL: D-galactose (1,3,6 ligado) 24,4%; D-galactose (ligada 1,3) 6,8%; D-
galactose (ligada 1,6) 3,7%; residuo de a-L-arabinopiranose 15,0%; a-L-arabinofuranose
ndo redutora, 17,5%; a-L-arabinofuranose substituida em 5-O, 12,7%; a-L-

arabinofuranose substituida em 2-O, 8,4% e acido 4-OMe-B-D-glucurdnico 8,2%.

Tabela 1. Composi¢do monossacaridca da GL por CLAE (&cucar neutro) e RMN

(integracdo dos anbmeéricos).

Monossacarideos CLAE (%) RMN (%)
Arabinose 56,8 53.6
Galactose 38,06 34.9

Acido 4-O-metil

_ - 8.2
glucurdnico
Ramnose 5,11 33

3.2 Teste de citotoxicidade in vitro
O ensaio MTT demonstrou que a GL na concentracdo de 500 pg/mL nao

apresentou grande inibicdo na proliferacdo das linhagens celulares: HCT-116 (7,00%),
SNB-19 (38,87%) e L929 (13,99%) (figura 7). Entretanto, a porcentagem de inibi¢do do
crescimento celular foi quase ou superior a 50% contra PC-3 (58,84%), HL-60 (49,92%)
e B16-F10 (51,65%), destacando a porcentagem de inibicdo observada para a linhagem
PC-3.
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Figura 7. Inibicdo da proliferacdo celular (%) de GL em diferentes linhagens de células
tumorais HCT-116 (carcinoma de co6lon), PC-3 (prostata), SNB19 (astrocitoma), HL60

(leucemia), B16F10 (melonoma) e L929 (fibroblasto murino).

Estudos anteriores demonstraram que polissacarideos isolado de Ficus pandurata
(LV et al., 2020) e presentes em estacas de bambu (Caulis bambusae) (L1 et al., 2019),
apresentam atividade anticancer. Além disso, a atividade bioldgica apresentada por esses
polissacarideos é influenciada por sua composicdo monossacaridica, peso molecular e
fatores fisico-quimicos (Jia et al., 2016; Dammak et al., 2018). No presente estudo, 0s
resultados obtidos mostraram que GL apresentou maior atividade citotdxica, em ordem
crescente, contra linhagens de células cancerigenas PC-3>HL-60>B16-F10.

Na avaliacdo morfoldgica das células PC-3 tratadas com GL na concentracdo
referente & 1Cso (120 pg/mL) obtida, foi possivel observar alteragdes estruturais causadas
apos o tratamento. Todavia, o controle negativo apresenta células integras com formato
fusiforme, com citoplasma e nacleo bem definidos (Figura 8A e 5B). As células tratadas
apresentaram desorganizacdo do contetdo citoplasmatico, levando a diminuicdo do seu
formato fusiforme, com presenca de picnose nuclear (setas azuis), vacuolizagdo

citoplasmatica (setas amarelas) e corpos apoptoticos (Figura 8C e 5D).
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Figura 8. Analise morfoldgica da linhagem celular PC-3. Controle negativo (A e B),
tratamento com GL (C e D). As setas azuis indicam picnose nuclear e as setas amarelas
indicam vacuolos. (barra de escala: 100 um em A e C; barra de escala: 10 um em B e D).

Efeitos semelhantes foram observados para outros polissacarideos contendo
arabinogalactanas (Xie et al., 2013; Wei et al., 2019). Estudos relatam que alguns
polissacarideos exercem efeitos antiproliferativos em certas linhas de células cancerosas
por inducdo de apoptose (Feng et al., 2019; Lin et al., 2019) ou por estimulacdo
imunoldgica mediada por células (Li et al., 2020).
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3.3 Teste de toxicidade in vivo

3.3.1 Curva de sobrevivéncia em Galleria mellonella
A sobrevivéncia das larvas tratadas com doses de 50, 25 e 10 mg/kg da GL foi

semelhante ao controle (PBS) (figura 9). Esses resultados indicam que GL ndao apresentou
toxicidade em G. mellonella nas condigdes testadas. Esse achado € positivo, considerando
a grande correlagdo dos resultados obtidos entre 0 modelo de G. mellonella e células de
mamiferos (Cutuli et al., 2019).

100 2 -~ Controle

&\Q, - GL 10 mg/Kg
s -4 GL 25 mg/Kg
[
& ¥ GL 50 mg/Kg
2z 504
=
QL
o
)
c
7))

0 | 1 | 1

0 2 4 6 8
Dias

Figura 9. Curva de sobrevivéncia da toxicidade de GL em G. mellonella. H& uma
sobreposicdo das curvas referentes ao controle e tratamento nas doses de 50, 25 e 10

mg/kg da GL no grafico.

As larvas de G. mellonella tém sido amplamente utilizadas como modelo
alternativo em ciéncias da saude, incluindo a avaliacdo de toxicidade de compostos e
testes de suscetibilidade a antibidticos. Este modelo tem vérias vantagens, como baixo
custo de manutencdo, facil manejo, capacidade de sobreviver em diferentes temperaturas,
incluindo temperatura fisioldgica de mamiferos, similaridade da resposta imune a
resposta imune inata de mamiferos e nenhuma exigéncia de aprovagdo ética para uso
(Champion; Wagley; Titball, 2016; Mccloskey et al., 2019).

3.3.2 Avaliacéo da Triagem Hipocrética
Os resultados demonstraram que ndo houve diferenga nos animais que receberam

GL (2000 mg/kg) em comparacao aos individuos do grupo controle (tabela 2). Portanto,
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ndo houve observacdo de efeitos toxicos nas atividades motoras ou indicios de
perturbacdo sensorial, 0s animais permaneceram sem sinais de toxicidade até o dia da
eutandsia. A literatura relata que outros derivados de Citrus, como 6leos essenciais, suco
e extrato hidroalcodlico, também apresentam efeitos terapéuticos e sdo considerados
seguros em termos de toxicidade. Esses dados enfatizam que a maior dose permitida é
suficiente e segura para a saude animal (Arbo et al., 2008; Vijaya; Ch; Ravishanker,
2014; Bouzenna et al., 2016; Ammad et al., 2018; Dosoky et al., 2018; Guo et al., 2018;
Ekawati; Darmanto, 2019).
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Tabela 2. Triagem hipocratica: parametros fornecidos apds administracdo oral em dose

Unica de 2.000 mg/kg da GL em camundongos machos. O controle (SAL) recebeu apenas

solugdo salina 0,9% por gavagem. Escores: 4: normal; 3:

levemente reduzido; 2:

moderadamente reduzido; 1: intensamente reduzido; 0: ausente (BRITO, 1994). Os

resultados sao expressos em média aritmética.

A Grupos | Tempo (h) Tempo (dias)

Parametros (n=5) [025[05[1]2[24]3[7[10]14

Estado SAL 4 4 |4(4]14 (4|44 |4

Cor?smen.te~ Atividade Geral GL 4 4 lalala lalala |4

e Disposicéo

Resposta ao | SAL 4 4 (41414 (4|44 |4

toque GL 4 4 |4(414 (4|43 |3

SAL 4 4 |4(414 (4|44 |4

v . Pegada de cauda oL 1 2 Talal2 (41213 13

Coordenacéo Alisamento SAL 4 4 (41414 |4]4)4 |4

. GL 4 4 (4414 (4|44 |4
Sistema Motor e

Tonus Muscular | Toénus corporal SAL 4 4 [4]4]4 |4]4]4 |4

GL 4 4 (4414 (4|44 |4

o B T SAL 4 4 |4(414 (4|44 |4

GL 4 4 |4(414 (4|44 |4

Reflexdes Reflexo SAL 4 4 (4414 (4|44 |4

corneano GL 4 4 (4414 (4|44 |4

Tremores SAL 0 0O |[0/0|0 |O]|O|0O |O

GL 0 0O |[0/0]|0 |O]|O|0O |O

Convulsdes SAL 0 0O |[0/0]|0 |O]|O|0O |O

Sistema nervoso GL 0 0O |[0/0|0 |O]|O|0O |O

central (NSC) Conforcio SAL 0 0O (0/0|O0 |O]|O|O |O

GL 0 0O |[0/0]|0 |O]|O|0O |O

Straub SAL 0 0O |[0/0]|0 |O]|O|0O |O

GL 0 0O |[0/0]|0 |O]|O|0O |O

Lacrimejamento SAL 0 0 |0/0]0 10]0]0 |0

GL 0 0O |[0/0]|0 |O]|O|0O |O

_ piloerecto SAL 0 0O |[0/0]|0 |O]|O|0O |O

Sistema nervoso GL 0 O (0j0]O0 |O|O|0 |0

autbnomo e SAL 4 4 (4144 (4|44 |4

(NSA) GL 4 |4 [4]4]4 (4|44 |4

Constipacéo SAL 0 0O (0/0|O0 |O]O|O |O

intestinal GL 0 0O |[0/0]|0 |O]|O|0O |O

. SAL 0 0O |[0/0]|0 |O]|O|0O |O

Mortalidade 0 0 Tololo Tololo To

GL
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3.3.3 Analise da massa corporal dos animais ap0s o periodo de tratamento e da
massa média dos 6rgaos
Foram monitorados a perda e o ganho de massa dos animais, bem como a massa

dos orgdos (baco, figado, intestino delgado, coracéo e rins). De acordo com a Tabela 3,
ndo houve diferenca estatistica entre o peso dos 6rgaos avaliados, quando comparados o
grupo salina e os animais que receberam GL. Dessa forma, os resultados observados na
Tabela 2 séo semelhantes aos encontrados por Tarkang et al. (2012) ao avaliar os extratos
etanolico e aquoso de Citrus sinensis. Outra variacao, os extratos de Citrus aurantium, na
dose de 5000 mg/kg, ndo foram capazes de induzir efeitos toxicos (Deshmukh et al.,
2017).

Tabela 3. Acdo da GL no ganho de massa corporal (g) e na massa média dos 6rgaos

(%) em camundongos fémeas. Valores apresentados como média + EPM.

Massa corporal o ;
Massa média do 6rgéo (%)
Dose ©)
Grupo
(mg/kg) - ) _ Intestino
Antes Depois Figado Coracdo Baco Rins
delgado
AL ”e 28,00+ 32,00+ 2750 27,500, 27,50 27,50+0,5 27,50+0,5
' 082 00 050 49 050 0 0
31,00+ 3550+ 30,50 30,52+1, 30,50 30,50+1,2 30,50+1,2
GL 2000

0,99 1,7 +1,30 25 +1,26 6 6

- Os dados do GL ndo mostraram diferenca estatistica em relagéo ao grupo controle.

3.3.4 Avaliacéo da ingestdo de alimentos e agua, excrecao e aparéncia fecal
Esses indices séo integrados na anélise toxicologica como informagéo preliminar.

AlteracGes no apetite e na motilidade intestinal indicam fortemente a auséncia de
biocompatibilidade, levando & modulacdo negativa do sistema imunolégico e
ocasionalmente predispondo os animais a infeccGes. Essas alteracbes podem incluir
anorexia, diarreia, constipacdo, adipsia e polidipsia (Dion; Chappuis; Ripoll, 2016).

Os animais tratados com GL ndo apresentaram essas caracteristicas. As

quantidades de racdo e agua, bem como a quantidade e aparéncia das fezes, foram
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monitoradas. Esses resultados estdo demonstrados na Tabela 4. Os resultados
confirmaram auséncia de sintomas clinicos relacionados & incompatibilidade sistémica.
Portanto, de acordo com esses parametros, o produto é considerado ndo toxico (Li et al.,
2019; Qin et al., 2009; Adeniyi et al., 2017).

Tabela 4. Médias dos valores obtidos no consumo de agua e ragdo, producdo de excretas
e aspecto fecal analisados durante 14 dias, em camundongos machos, tratados com
solucéo salina 0,9% e goma de limdo. Os dados sdo apresentados como média £ SEM.
As pontuacdes para aspecto fecal foram estratificadas usando o método de Dicarlo et al.
(1994). Fezes normais = 0, fezes semissélidas = 1, fezes pastosas em pequenas/moderadas

quantidades = 2, fezes aquosas em grandes quantidades = 3.

Consumo | Consumo | Producdo |Producgéo| Aspecto
Tratamento Dose de 4gua de racdo | de excretas | de urina | Fecal
(mL/dia) (g/dia) (go/dia) | (mL/dia) | (0-3)
37,46 + 24,92 + 11,80+ | 9,770+

Controle | 2,5 (ml/kg) 0
1,39 1,42 0,29 0,99

- 2.000 37,69 + 27,23 + 11,00+ | 7,668 + 0
(mg/kg) 2,47 0,92 0,26 1,26

- Os dados do GL ndo mostraram diferenca estatistica em relagdo ao grupo controle.

3.3.5 Avaliacdo dos parametros hematoldgicos e bioquimicos do sangue e do
plasma
Os resultados hematoldgicos e bioguimicos (Tabela 5) apresentaram valores

normais. Em relacdo a analise hematoldgica, os valores da contagem total de eritrocitos
e leucdcitos, bem como dos indices hematimétricos (VCM, HCM e CHCM) néo
apresentaram alterac6es. Para a contagem diferencial relativa e absoluta de leucdcitos ndo
foram observadas alteragbes nesses parametros, que se mantiveram estaveis entre 0s
grupos tratados com a GL e o grupo controle, que recebeu apenas solucédo salina (0,9%).
Esses dados sugerem que a goma de limédo ndo afeta a hemostasia (Bandeira et al., 2014;
Adokoh et al., 2019).
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Tabela 5. Anlises hematoldgicas e bioquimicas do sangue e plasma (respectivamente)

apos administracdo oral de GL em camundongos fémeas, ap6s 14 dias consecutivos. Os

valores sdo apresentados como média = EPM.

GL
A Controle
Parametros (2.000 mg/kag,
(2,5 ml/kg)
v.0.)
Eritrocitos
) 7,960 £+ 1,85 8,186 + 0,58
(milhdes/mm?)
Hemoglobina (g/dL) 15,58 £ 0,56 15,48 £0,21
Hematdcrito (%) 46,75+ 1,65 48,25+ 1,25
VCM (fL) 84,10 £ 37,06 59,54 + 2,87
HCM (pg) 27,82 £12,10 19,26 £ 1,59
o CHCM (g/dL) 33,37 +£1,032 32,17 £1,17
Hematoldgicos _
Leucacitos
) 7075 + 337,0 7600 + 277,6
milhares/mm?®
Segmentados (%) 13,00 £ 1,08 18,50 £ 2,87
Mondcitos (%) 5,000 £ 0,41 2,750 £ 0,48
Linfocitos (%) 81,75+ 1,65 78,75 %+ 3,33
Eosinofilos (%) 0,2500 £ 0,25 0,0+£0,0
Plaquetas milhares/pL 516,1 + 36,41 563,6 £ 27,11
UREIA (mg/dL) 51,92 + 3,35 60,09 £ 3,61
Funcéo Renal 0,6275 + 0,6275 +
CREATININA (mg/dL)
0,04029 0,02658
0,2259 + 0,2259 +
AST-TGO (U/ml)
) 3,762e-005 3,748e-005
Funcéo hepética
0,2897 + 0,2897 +
ALT-TGP (U/ml)
6,242e-005 2,734e-005

- Aspartato aminotransferase (AST) e Alanina aminotransferase (ALT).

Marcadores bioquimicos relacionados aos 6rgdos responsaveis pelo metabolismo

e excrecao de xenobioticos também foram investigados, pois indicam possiveis alteracdes
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na funcdo renal (creatinina e ureia) e hepatica (AST e ALT). Em relacdo a esses
marcadores ndao foram observadas alteracdes significativas entre os grupos. Os resultados
estdo demonstrados na tabela 5 e podem ser corroborados com os resultados relatados
para toxicidade aguda da goma angico, relatados por Araujo et al. (2020). Assim, com

base na andlise da funcéo renal e hepatica, a GL pode ser considerada segura.

3.3.5 Avaliacéo histologica dos 6rgaos
Em relacdo a analise histoldgica, nenhuma evidéncia de toxicidade foi observada.

Na secdo histoldgica do bago, tanto o grupo controle (figura 10A) quanto o grupo tratado
(figura 10B) apresentaram arquitetura usual: polpa vermelha e cépsula de tecido
conjuntivo, representadas por setas (preta e vermelha, respectivamente).

A secdo hepatica dos animais tratados com a GL (figura 10D) mostrou veia central
e hepatdcitos sem quaisquer alteracfes histologicas em comparacao ao controle (figura
10C). A andlise do rim tratado com a GL (figura 10F) mostrou glomérulo normal, com
um espaco de Bowman bem definido e tubos contorcidos distais e proximais bem
regulados. Essas caracteristicas foram semelhantes ao grupo controle (figura 10E).

As figura 10G e 10H representam a secdo cardiaca do grupo controle e do grupo
tratado, respectivamente. Ambas as imagens mostram tecido cardiaco normal, sem
necrose, fibrose ou infiltracdo de neutrdfilos, portanto, nenhuma evidéncia de inflamacao
foi observada. Além disso, as setas demonstram uma conformacdo regular das fibras
musculares. O tecido intestinal cortado em ambos os grupos (figura 101 e 10I) exibe
vilosidades e mucosa intestinal tipica, sem infiltrado neutrofilico e auséncia de necrose.
As setas também indicam tecido epitelial normal com presenca de células caliciformes,
tipicas do tecido intestinal. Resultados semelhantes foram observados para goma de

cajueiro (Araujo et al., 2015; Carvalho et al., 2015) e goma angico (Araujo et al., 2020).
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Figura 10. Histopatologia do Bago: A) grupo salina e (B) grupo GL, ambos apresentando
arquitetura habitual, trabéculas de tecido conjuntivo (seta preta) e capsula (seta
vermelha); C e D Tecido Hepatico: (C) Salina e (D) GL, ndo apresentaram alteracdes
histolégicas, principalmente a veia central com sua conformacdo usual (VC). E e F Cértex
Renal: (E) Salina e (F) GL, ambos apresentando glébulo com glomérulo tipico (G) e

espaco capsular normal circundado por cépsula de Bowman. G e H Histopatologia
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Cardiaca: (G) Salina e (H) GL apresentando tecido muscular cardiaco normal, sem
presenca de infiltrado inflamatorio, necrose e dano hemorrégico (seta preta mostrando
conformac0des normais das fibras musculares). | e J Histopatologia do intestino: (1) Salina
e (J) GL mostrando arquitetura usual, ilustrando mucosa tipica, sem necrose, sem
infiltracdo de neutrdfilos e caracteristicas normais de células epiteliais (seta preta: células

caliciformes). Coloracdo de hematoxilina e eosina A-J.

4. CONCLUSAO
O GL é composto principalmente de arabinose e galactose com menor proporcao

de acido 4-O-metil glucurdénico e ramnose. O polimero apresentou perfil de
arabinogalactana, com pequenos tracos de proteina, destacando a pureza do isolado. Além
disso, a composicdo neste estudo foi obtida por RMN e CLAE, usando GL né&o
hidrolisado e hidrolisado. Assim, enfatizando a importancia de novos estudos que
adicionem informac6es sobre a composicdo e estrutura do GL de diferentes perspectivas.
A atividade citotoxica do GL contra linhagens celulares cancerigenas e ndo cancerigenas
indicou que o tratamento de células com GL exibiu maior porcentagem de inibicéo para
PC-3, linhagem de adenocarcinoma de prostata humano. As células tratadas apresentaram
desorganizacdo do conteddo citoplasmatico, com caracteristicas apoptoticas. Os modelos
in vivo utilizados demonstraram que o GL ndo apresenta toxicidade, comprovando
evidéncias de que é um polimero biocompativel. Esses achados seguem as diretrizes
apresentadas no guia 423 da OCDE, sendo classificado na categoria 5 (ndo téxico) pelo
GHS. Os resultados obtidos nesta pesquisa indicam que o GL pode ser um polimero

promissor para aplicacfes biomédicas e biotecnoldgicas.
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RESUMO
O estudo tem como objetivo isolar e caracterizar a goma do serigueleiro (GS) do

Parnaiba-Pl, Brasil. Ap6s o isolamento da GS, foi realizada a hidrélise &cida e a
composicdo de monossacarideos. A goma foi caracterizada por espectroscopia de
infravermelho e ressonancia magnética nuclear (RMN). A massa molar da GS foi
determinada por cromatografia de exclusdo de tamanho. O teor de proteina foi medido
por andlise elementar (%N). Além disso, foram analisados o potencial Zeta, acidos
urbnicos, viscosidade, andlise termogravimétrica (TGA) e calorimetria exploratdria
diferencial, bem como difracédo de raios X da GS. A toxicidade foi observada in vitro e in
vivo. Os resultados demonstraram que a razdo de monossacarideos estabelecida foi de
1:0,55:0,05:0,04:0,03 para Gal:Ara:Gli:Man:Xil, respectivamente, indicando a presenca
de uma arabinogalactana de alta massa molar, com pequenos tracos de proteina e
potencial zeta negativo aumentado, possivelmente relacionada aos 16% de &cidos
urdnicos, bem como a ocorréncia de acidos glucurénico e 4-O-metil glucurdnico
evidenciados por RMN. As andlises de TGA de GS demonstraram um perfil
semicristalino amorfizado, com 3 eventos de degradagéo. Os resultados de toxicidade in
vitro e in vivo demonstraram a biocompatibilidade de GS nos modelos testados. Portanto,
nossos achados destacam o uso potencial de GS na industria nutracéutica e em diferentes

abordagens biotecnoldgicas, devido as suas caracteristicas e perfil ndo toxico.

PALAVRAS-CHAVE: Spondias purpurea, Arabinogalactana, Caracterizagéo,

Biocompatibilidade.
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ABSTRACT
The study aims to isolate and characterize the seriguela tree gum (SG) from the Parnaiba-

Pl (Brazil). After isolating the SG, acid hydrolysis was performed, and the
monosaccharide composition. The gum was characterized using infrared spectroscopy
and nuclear magnetic resonance (NMR). The molar mass of SG was determined by size
exclusion chromatography. Protein content was measured through elemental analysis
(%N). Furthermore, the Zeta potential, uronic acids, viscosity, thermogravimetric
analysis (TGA) and differential scanning calorimetry, as well as X-ray diffraction, of SG
were analyzed. Toxicity was observed in vitro and in vivo. The results demonstrated that
the  established = monosaccharide  ratio was  1:0.55:0.05:0.04:0.03  for
Gal:Ara:Gli:Man:Xyl, respectively, indicating the presence of an arabinogalactan of high
molar mass, with small traces of protein, and increased negative zeta potential, possibly
related to the 16% of uronic acids, as well as the occurrence of glucuronic and 4-O-methyl
glucuronic acids evidenced by NMR. TGA analyses of SG demonstrated an amorphized
semi-crystalline profile, with 3 degradation events. In vitro and in vivo toxicity results
demonstrated SG biocompatibility in the tested models. Therefore, our findings highlight
the potential use of SG in the nutraceutical industry and in different biotechnological

approaches, due to its characteristics and non-toxic profile.

KEYWORDS: Spondias purpurea, Arabinogalactan, Characterization,
Biocompatibility.
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1. INTRODUCAO
O género Spondias, pertencente a familia Anacardiaceae, mesma familia do

cajueiro, compreende cerca de 18 espécies distribuidas pelas regides tropicais, Asia e
Oceania. No Nordeste brasileiro, espécies significativas incluem Spondias mombin L.
(cajazeira), Spondias purpurea L. (serigueleira), Spondias cytherea Sonn. (cajaraneira),
Spondias tuberosa Arr. Cam. (umbuzeiro) e Spondias spp. (umbu-caja e umbuguela).
Essas arvores frutiferas sdo amplamente cultivadas na regido. Sao plantas domesticadas
capazes de produzir frutos do tipo drupa, que sdo frutos carnosos e de semente Unica
(HOYOS, 1994; SOUZA, 1998; CEVA-ANTUNES et al., 2006; DA SILVA et al., 2014).

Estudos sobre S. purpurea L. envolveram a identificacdo de metabdlitos presentes
nas folhas (LEMOS et al., 1995), frutos (KOZIOL; MACIA, 1998; AUGUSTO et al.,
2000), polpas de frutos (CEVA-ANTUNES et al., 2006) e cascas (ENGELS et al., 2012).
Além disso, propriedades antioxidantes e antitlcera (DE ALMEIDA et al., 2017) dos
extratos foram investigadas. O exsudato (figura 1A) secretado pela planta como
mecanismo de protecdo pode ser usado para isolar a goma, uma fracdo rica em
polissacarideos. A goma do serigueleiro (GS) tem uma composicao quimica previamente
relatada na literatura, que foi descrita preliminarmente por Pinto et. al. (1995) a partir do
exsudato obtido de uma S. purpurea venezuelana. Sua composicdo inclui galactose,
arabinose, manose, xilose, ramnose, unidades de &cido B-D-glicurbnico e acido 4-O-
metil-a-glicurénico como residuos terminais.

Texeira et. al. (2007) obtiveram resultados semelhantes ao isolar GS de uma
arvore brasileira, sendo a diferenca a quantidade de arabinose e acidos presentes, bem
como a presenca de fucose e glicose. A cadeia principal foi composta por galactan-(1—3),
substituida por unidades de -(1—6) D-galactose e D-xilose, L-arabinose, L-ramnose e
acido glucurénico. No entanto, ndo houve avancos quanto as propriedades fisico-
quimicas e bioldgicas do GS, que sdo de grande importancia para estudos futuros que
explorem sua aplicabilidade. Portanto, o objetivo deste estudo foi isolar e caracterizar o
GS de plantas da regido de Parnaiba-Pl (Brasil), com foco em suas propriedades
estruturais, fisico-quimicas e bioldgicas, incluindo toxicidade em diferentes modelos in

vitro e in vivo.



65

2. METODOLOGIA

2.1 Isolamento da GS
O espécime de S. purpurea foi coletado, identificado e depositado no Herbario

HDelta da Universidade Federal do Delta do Parnaiba (UFDPar). Em seguida, foi
registrado no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimdnio Genético (SISGEN) sob
A1ED55E. O exsudato foi entdo coletado e a goma foi obtida de acordo com Teixeira et
al. (2007). Onde, uma solucédo de 5% (p/v) do exsudato em &gua destilada foi preparada
e deixada sob agitada por 24h. A solucédo foi filtrada e o pH foi ajustado para 7 com
NaOH. Apds, 2g de cloreto de sodio (NaCl) foram adicionados e agitados por 30 min. A
goma foi precipitada usando etanol 99,5% na proporc¢éo de 3:1 (v/v) e deixada em repouso
por 24h. A goma foi lavada com etanol e acetona, filtrada e seca sob corrente de ar quente.

2.2 Caracterizagdo da GS

2.2.1 Hidrolise e cromatografia gasosa com espectrometro de massa (CG-MS)
A hidrolise da GS foi realizada usando &cido trifluoroacético (TFA). A amostra

(10 mg) foi dissolvida em agua (1 mL) e agitada por 24 h. Posteriormente, 1 mL de
solugdo 4 mol L de TFA foi adicionado e a mistura foi aquecida a 100 °C em um banho
de glicerina em um recipiente de vidro selado por 6 h. A solucdo foi entdo lavada com
metanol (5 vezes) e concentrada por evaporacdo em banho-maria a 80 °C. O material
hidrolisado e os agucares padrdo foram ressuspensos em 3,0 mL de &gua destilada e
reduzidos com NaBH.4 a temperatura ambiente com meio alcalino por 24 h sob agitacdo
magnética. As resinas catidnicas foram adicionadas as solu¢bes apds 24 h e incubadas
sob agitacdo magnética por aproximadamente 2 h. O &cido borico produzido foi
posteriormente coevaporado como borato de trimetila por lavagens sucessivas com
metanol. Os alditois obtidos ap6s a reducdo foram acetilados com uma mistura de
anidrido acético e piridina (1:1, v/v) a temperatura ambiente por 24h. A reacdo de
acetilacdo foi interrompida pela adicdo de gelo, e os aditivos de acetato foram extraidos
com cloroférmio. A piridina residual foi removida por lavagens sucessivas com uma
solugéo de CuSOs a 5%, seguida pela evaporacdo completa da fase organica (Wolfrom;
Thompson, 1963).

A composicdo de acucar neutro foi determinada por CG-MS usando um
cromatografo a gas SHIMADZU GCMS-QP2010 SE com um autoinjetor AOC-5000. As
condigdes de analise foram: injetor 250 °C, temperatura inicial de 60 °C permanecendo

por 2 min, apresentando uma rampa de aquecimento de 6 °C até 300 °C permanecendo
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por 10 minutos. A razdo de diviséo de 1:10 com uma temperatura de interface de 280 °C
e fonte de 260 °C. A faixa de massa de 45 a 600 Daltons, com ionizacdo por impacto de
elétrons a 70 eV. Foi utilizada uma coluna DB5-MS (30 m x 0,25 mm) com espessura de
filme de 0,10 um e uma fase estacionaria de difenil dimetilpolissiloxano, com hélio como

gas de arraste.

2.2.2 Cromatografia de exclusdo de massa (SEC)
A distribuicdo da massa molar foi determinada por cromatografia de excluséo de

massa, utilizando um dispositivo Shimadzu LC-20AD acoplado a um detector de indice
de refracdo (RID-10A). Uma coluna PolySepLinear (300 x 7,8 mm) foi usada para
analise, com solugdo de NaNOs3 0,1 mol L como eluente, a 30 °C, com vazéo de 1
mL/min e volume de injecdo de amostra de 50 pL. Padrbes de Pullulan (P-82, Shodex)

foram usados, seguindo a equacgédo: Log M = 14,33638 — 1,12336 x Ev.

2.2.3 Viscosidade
A viscosidade do GS foi medida na concentracdo de 0,1% (m/v) usando um

redmetro TA AR-2000 Instruments com sensor de placa conica de 40 mm de diametro a
25 °C e a taxa de cisalhamento variando de 10 s™' a 1000 s™".

2.2.4 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR)
A estrutura molecular do GS foi caracterizada usando FTIR no modo de reflexao

total atenuada (ATR), com espectros variando de 4000 a 550 cm™!, empregando o
instrumento Nicolet iS5 - iD7.

2.2.5 Andlise elementar
A composi¢do de carbono, hidrogénio e nitrogénio do GS foi obtida por anélise

elementar usando um analisador Perkin Elmer 2400 Series II CHN com um detector de
condutividade térmica. O fator de conversdo usado para %N para proteina foi 6,25
(Baethgen; Alley, 1989).

2.2.6 Potencial Zeta ()
O potencial Zeta () (mV) da GS foi medido pelo equipamento Malvern Zetasizer

Nano ZS90 utilizando soluc&o aquosa de 1 mg mL™, em triplicata.
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2.2.7 Acidos uronicos
Os grupos acidos presentes na GS foram titulados e expressos como uma

porcentagem de &cidos urbnicos. Para tanto, os grupos acidos da GS foram entéo
protonados usando uma resina cationica, que foi previamente protonada com solucéo de
HCl a 1 mol L. A solugdo de GS protonada (100 mg em 20 mL) foi entdo titulada com
solucdo padronizada de NaOH a 0,076 mol L.

2.2.8 Analise térmica (TGA) e calorimetria diferencial de varredura (DSC)
TGA e DSC (10 mg de GS) foram realizados sob fluxo de ar sintético usando um

analisador termogravimétrico Shimadzu TGA-50 a uma taxa de aquecimento de 10 °C
min"t em uma faixa de temperatura de 25-600 °C. A taxa de fluxo de ar foi mantida em

60 mL mint em uma atmosfera de ar inerte (ar sintético).

2.2.9 Difracao de raios X
O difratograma de raios X foi obtido usando um equipamento X'Pert PRO MPD

(PANalytical BV) e foi realizado usando uma fonte de radiacdo Cu ka operando a 30 mA
e 40 kV, A = 1,54 em angulos 26 2-80° com um tamanho de passo de 0,0200.

2.2.10 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)
Os espectros de RMN *H, 3C, DEPT 135, *H*C HSQC da GS foram adquiridos

em um espectrometro de RMN Agilent a 400 MHz. A amostra (20 mg) foi dissolvida em
Oxido de deutério (D20), e o acido 3-(trimetilsilil)propidnico (TSP) foi usado como

referéncia.

2.3 Testes de toxicidade in vitro

2.3.1 Hemolise
A compatibilidade da GS com eritrdcitos foi testada de acordo com o protocolo

de Saharuah et al. (2015). Eritrocitos humanos foram coletados em EDTA (1,8 mg mL"
1, lavados trés vezes e suspensos em solucdo salina estéril (0,9%). Diferentes
concentracdes da GS (variando de 2.000 a 39,06 pg/mL) foram testadas. Triton-X (0,1%
v/v) e solucdo salina (0,85%) foram usados como controles de hemolise positiva e
negativa, respectivamente. As misturas (1:1) foram incubadas a 37 °C por 30 minutos e
entdo centrifugadas a 10.000 g por 1 minuto. O sobrenadante foi avaliado para hemolise
espectrofotometricamente (492 nm) usando um leitor de placas ELISA (Bioeasy Touch
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Reader). A hemolise total foi obtida com Triton X-100, e a porcentagem de hemdlise

(PH) foi calculada em relacéo a esse valor. O experimento foi conduzido em triplicado.

PH= (Agoma‘AsaIina/AtritonX'AsaIina) x100

2.3.2 Citotoxicidade
A citotoxicidade foi avaliada nas seguintes linhagens de células cancerosas: HCT-

116 (carcinoma colorretal humano - concentragdo de plagueamento celular: 7x10%), PC-
3 (adenocarcinoma de prostata humano - 1x10°), SNB19 (glioblastoma humano - 1x10°),
HL60 (leucemia mieloide aguda - 3x10°) e B16-F10 (melanoma metastatico murino -
6x10%). Linhagens de células ndo cancerosas também foram avaliadas: HEK293 (rim
embrionario humano - 1x10° - fornecido pelo National Cancer Institute, EUA), RAW
264.7 (macrdéfagos murinos - 1 x 10°) e L929 (fibroblasto murino - 7x10* - fornecido pelo
Banco de Células do Rio de Janeiro, BCRJ). Meio RPMI 1640 (HCT116, PC-3, SNB-19
e HL60) ou Dulbecco’s Modified Eagle Medium-DMEM (B16F10, HEK293, RAW
264.7 e 1L929) foram usados para cultivar células, suplementados com 10% de soro bovino
fetal e 1% de antibidticos (100 ug/mL de penicilina e 100 ug/mL de estreptomicina) e
mantidos a 37 °C e atmosfera controlada contendo 5% de CO». A analise de citotoxicidade
foi realizada usando o método 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-tetrazo6lio brometo
(MTT) (Mosmann, 1983). As placas tratadas com o composto foram incubadas por 72 h

em um CO; a 5% aquecido a 37 °C.

2.4 Testes de toxicidade in vivo

2.4.1 Curva de sobrevivéncia em Galleria mellonella
A avaliacdo da toxicidade em G. mellonella foi realizada de acordo com

Balasubramanian et al. (2018), com algumas modificagdes. Cada grupo experimental
consistiu de 16 larvas selecionadas aleatoriamente (250-300 mg). Para o teste, a GS foi
dissolvido em tampéo fosfato (PBS), e 10 puL de doses de 50, 25 e 10 mg/kg foram
inoculados no ultimo proleg esquerdo de larvas de diferentes grupos, usando uma seringa
Hamilton. O grupo controle recebeu apenas PBS estéril. Apds os tratamentos, as larvas

foram incubadas a 37 °C por sete dias e verificadas diariamente para sobrevivéncia.
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2.4.2 Teste para determinacgéo de toxicidade aguda em camundongos
Camundongos Babl/c (fémeas), com idades entre 8 e 12 anos e pesando 25 e 36 g

foram obtidos da Universidade Federal do Piaui. Os animais foram divididos em dois
grupos (n= 5) e mantidos sob temperatura controlada (25+2 °C) em um ciclo de 12h
claro/12h escuro, com consumo monitorado de alimento e agua (100 g e 100 mL,
respectivamente). Todos os tratamentos, procedimentos e protocolos experimentais
utilizados neste estudo foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da
Universidade Federal do Delta do Parnaiba (CEUA/UFDPar), sob o nimero de protocolo
002/2021 (anexo 1) e seguiram a Diretiva da Comissdo Europeia 2010/63/UE (DCE,
2010) sobre experimentos com animais.

Para avaliar a toxicidade aguda da GS na dose de 2.000 mg/kg, foi utilizada a
metodologia classica de toxicidade aguda oral descrita pela Organizacdo para Cooperagado
e Desenvolvimento Econdmico (OECD) 423/2002 (OECD, 2002), que coordena os testes
de toxicidade in vivo. Os animais foram avaliados segundo parametros de triagem
hipocrética, conforme proposto por Brito (1994). Durante 14 dias, foi monitorado o
consumo de &gua e ragdo, bem como a producdo de excretas e aspecto fecal. Parametros
bioquimicos e hematologicos também foram avaliados. Ao final do experimento, 0s
animais foram mantidos em jejum por 12h e anestesiados. Ap0Os eutanasia (dose
combinada de cetamina (60 mg/kg, ip) e xilazina (8 mg/kg, ip), parametros bioquimicos,
hematol6gicos, massa média de 6rgaos e analise histoldgica do figado, baco, rim, coragdo
e intestino dos animais. As se¢fes da coloracdo da eematoxilina-eosina (HE) foram
usadas para avaliacdo histomorfométrica do figado, rim, baco, coracdo e intestino. Exceto
pelo volume glomerular, que foi realizado de acordo com o método proposto por Choi et
al. (2020), para cada parametro avaliado, um avaliador cego fez 64 medigdes por animal
de fotomicrografias usando uma lente Zeiss 40 x/0,65. As imagens foram obtidas com
uma cor Zeiss Axiocam 105 (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Alemanha) e as medicoes

foram feitas usando o software ImageJ® versédo 1.53..

2.5 Analise estatistica
Os dados dos ensaios de eritrocitos foram expressos como média e desvio padrédo

e analisados estatisticamente usando ANOVA bidirecional com teste de comparagédo
maltipla de Tukey, usando o software GraphPad Prism 6.0. As diferengas foram

consideradas significativas quando p<0,05.
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Os experimentos de citotoxicidade foram analisados a partir de um experimento
quadruplicado usando a média + desvio padrdo (DP) da porcentagem de inibicdo do
crescimento celular, usando o software GraphPad Prism7.01.

As curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier para G. mellonella foram geradas e
analisadas com o teste de log-rank (Mantel-Cox) usando o software GraphPad Prism 6
(GraphPad Software, San Diego, Califérnia, EUA).

Para todos os experimentos em camundongos, a média + erro padrdo da média
(EPM) foi calculada com base no numero de eventos (n) em cada grupo. A diferenca
estatistica entre os grupos foi determinada pela comparacgéo entre as médias, realizada
pelo “teste t” de Student no software GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, San Diego,
Califérnia, EUA). A significancia estatistica foi considerada quando p< 0,05.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Isolamento e composicao de GS
Ap0s o isolamento da GS, observou-se um pé branco (figura 1D). O rendimento

foi de 51,15%, comparavel ao relatado para a GS obtido no Ceara-Brasil (Pinheiro et al.,
2023), mas inferior ao de outras arabinogalactanas (Ribeiro et al., 2023; Chaves et al.,
2024). No entanto, considerando que o exsudato (figura 1C) apresentou alta viscosidade
apos a solubilizacdo, essa caracteristica pode ter se refletido no baixo rendimento causado
por perdas durante a etapa de filtracdo (anexo 2) (Dos Santos Ferreira et al., 2019). Para
melhorar o rendimento da goma, adicionar temperatura ao processo de dissolucdo do
exsudato pode ser uma alternativa. Isso pode favorecer as interacdes intermoleculares

com a agua e reduzir a viscosidade (De Sousa Ferreira et al., 2023).



71

Figura 1. Esquema para obtencdo da GS. Em A: arvore S. purpurea, em B: corte do caule

demonstrando liberacdo de exsudato, em C: exsudato coletado, e em D: GS isolada.

A composicdo de aclcar neutro da GS foi determinada apds a hidrdlise
apresentada na Tabela 1. E demonstrada uma composicdo de monossacarideos
principalmente de galactose, seguida de arabinose (anexo 3). A razdo molar mantida entre
a maioria é 1,8. Isso difere das proporcGes relatadas anteriormente: 1,6 para a GS, obtida
no Ceara-Brasil (Teixeira et al., 2007) e 6,5 na Venezuela (Pinto et al., 1995). No entanto,
h& uma semelhanca mais proxima na composi¢do de monossacarideos da GS do Ceara,
Brasil (Teixeira et al., 2007), em relacdo a presenca de galactose (Gal), arabinose (Ara),
glicose (Gli), manose (Man), xilose (Xil) e seus niveis aproximados (%) (Tabela 1). A
proporcéo estabelecida entre os monossacarideos encontrados é de 1:0,55:0,05:0,04:0,03

para Gal:Ara:Gli:Man:Xil, respectivamente.



Tabela 1. Caracterizagdo a GS.
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Amostra GS GS? GSP
Massa molar 5,58 x 10° 6,6 x 10° 1,6 x 10°
(g/mol)
Umidade (%) 8,91 9,3 8,23
C (%) 36,2 - -
H (%) 5,81 - -
N (%) 0,27 0,3 0,32
Proteina (%) 1,58 2,1 2,00
Potenm:VZeta © 431 ] ]
Acido urénico (%) 16,24 17,0 26
Composicédo do
acucar neutro apds
hidrolise* (%)
Galactose 45,08 43,3 59
Arabinose 24,70 31,2 9
Glicose 2,04 1,3 -
Manose 1,87 - 2
Xilose 1,55 1,3 2
Fucose - 3,6 -
Ramnose - 2,5 2

*Corrigido para umidade.

aTeixeira et al., 2007.

bPinto et al., 1995 and Pinto et al., 1996.

A andlise elementar da GS (Tabela 1) mostrou 36,2% de carbono, 5,81% de

hidrogénio e apenas 0,27% de nitrogénio. O baixo teor de nitrogénio pode ser atribuido a

tracos de proteina ligados a goma. Apoés utilizar o fator de conversdo em %N, a GS

apresentou valor proteico (Tabela 1) menor que o relatado para outras arabinogalactanas,

como a GS do Ceara-Brasil (Teixeira et al., 2007), goma de cajueiro (Ribeiro et al., 2020),
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goma de limoeiro (Ribeiro et al., 2023) e goma de angico vermelho (Lopes et al., 2024).
Esses valores podem estar associados ao processo de isolamento do polimero, no qual a
proteina residual pode ser proveniente de um complexo arabinogalactana-proteina, que

pode persistir na goma apés o processo de isolamento (Costa; Rodrigues; Paula, 1996).

3.2 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR)
O espectro FT-IR da GS € apresentado na Figura 2, que exibe bandas de absor¢éo

caracteristicas, entre 4000 e 550 cm™. Observa-se o aparecimento de bandas tipicas da
goma, como bandas em torno de 3283 cm™, caracteristicas do O-H, que podem estar
associadas a agua ligada ao polissacarideo. C-H estiramento em torno de 2939 cm?,
bandas em torno de 1030 cm™ relacionadas as ligacgdes glicosidicas C-O-C e ligagdes O-
H dos éalcoois. A presenca da banda em 1600 cm™ esta possivelmente relacionada ao
estiramento assimétrico das vibragdes COO-, que podem estar associadas ao carboxilato
e O-H de possivel agua ligada. As bandas na regido de 1413 a 1300 cm™ estdo
relacionadas ao estiramento simétrico de COO-, e 1366 cm™ & deformagéo simétrica de
C-O (Ribeiro et al., 2020; Ribeiro et al., 2021; Chaves et al., 2024).

1600

Absorbancia

! I ! | ! 1 5 I ' I ' I
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Numero de onda (cm™)

Figura 2. Espectro infravermelho da GS.
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3.3 Acidos uronicos
Apo0s a obtencdo da GS protonada, a porcentagem de acido urénico encontrada

(Tabela 1) é ligeiramente menor do que a relatada anteriormente para as variedades
brasileira (Teixeira et al., 2007) e venezuelana de S. purpurea (Pinto et al., 1995), que
foram de 17,0% e 26%, respectivamente. No entanto, a quantidade de acido urbnico
corrobora a observagdo no espectro de infravermelho. A intensidade da banda
caracteristica, diretamente relacionada a abundancia (absorbancia), além do potencial
zeta negativo (Tabela 1), devido a presenca de grupos carboxilato (Laine, 1994; Wang et
al., 2011). A adicéo de NaCl durante o isolamento da GS aumenta as interacGes de grupos
carregados com aumento de contra-ions, refletindo também na reducdo do potencial zeta
(Carneiro-Da-Cunha et al., 2011; Ribeiro et al., 2023).

3.4 Massa molar
GS apresentou uma ampla distribuicdo de massa molar, como demonstrado na

figura 3, com um indice de polidispersdo de 34,4 e com um pico em 7,9 mL, além de um
pequeno ombro em 8,6 mL. Em contraste, o isolamentos de Teixeira et al. (2007),
apresentaram 2 picos distintos, além da presenca de um ombro. A GS do presente estudo
é semelhante & distribuicdo de massa molar relatada por Pinto et al. (2000), com uma
distribuicdo homogénea. No entanto, sua Mw apresentado na Tabela 1 estad mais préximo

da GS de Teixeira et al. (2007), no qual o mesmo método foi utilizado para o isolamento.
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Figura 3. Cromatograma de distribui¢do de massa molar.

3.5RMN
A figura 4 mostra os espectros de *H, 13C, DEPT e HSQC da GS. O espectro de

RMN de *H apresenta sinais amplos caracteristicos dos polissacarideos. O sinal em 1,20
ppm foi atribuido ao H-3 do metil ramnosidico. Protons H-2-H-5 entre 3,2-4,5 ppm. Além
disso, ha 7 sinais anoméricos, destacando a presenca de p-D-galactose em 4,44 e 4,58
ppm, que constituem a cadeia principal. A presenga de a-L-arabinofuranose em 5,08-5,14
ppm. Além dos sinais em 4,52 ppm de acido glucurénico, 5,2 ppm de &cido 4-O-metil
glucurénico e 5,61 de p-D-glicose (De Pinto et al., 1995; Pinheiro et al., 2023).
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Figura 4. Espectros de RMN 1D da GS em D0 (A) espectro de RMN de H; (B)
espectro de RMN de *3C; (C) espectro DEPT 135.
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Para o espectro de '°C, foi possivel identificar sinais relacionados a cadeia

principal e ramificacbes (Tabela 2) conforme relatado anteriormente (Teixeira et al.,

2007; Pinheiro et al., 2023). Um sinal em 15,80 ppm de a-L-ramnopiranose metil residual

foi apresentado. Além disso, sinais em 175,70 ppm e 176,30 ppm, também observados
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por Teixeira et al. (2007), foram relacionados a carbonila de residuos de acido

glucurénico. Na regido do carbono anomérico, em 103,60 ppm foi atribuido a residuos de

B-D-Xilp, e um sinal de p-D-galactopiranose (1—3) foi observado em 103,70 ppm. A

presenca de o-L-arabinofuranose foi observada em 107,40 ppm e 109,30 ppm com

intensidade de sinal semelhante aquelas relatadas anteriormente para GS obtidas no

Ceara-Brasil (Teixeira et al., 2007; Pinheiro et al., 2023), e diferindo da variante

venezuelana (De Pinto et al., 1995), o que se reflete nos dados de composic¢do conforme

mostrado na Tabela 1. O carbono anomérico para 4-OMe-a-D-GIcA também foi

observado em 99,80 ppm, além do sinal em 60,00 ppm do grupo metoxila ligado. O

espectro DEPT 135 (Fig 4C) confirmou essa atribuicdo pela presenca do sinal negativo

(CH3) em 61,33 ppm.

Tabela 2. Deslocamento quimico de RMN de **C para GS, deslocamento quimico (ppm).

Tipo de ligagdo C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6 CHs
—3)B-D-Gal(1— 103.70 7122 8211 69.69 7504 6134
—6)B-D-Gal(1— 101.32 7036 7249 6768 73.05  68.46
o-L-Araf(1— 109.30 8137 76.12  83.80 61.2
—3)a-L-Araf(1— 107.40 80.70 8359  84.13 61.2

175.70
B-D-AGlc 103.70 758  76.17  73.77 75.8

176.30
4-OMe-a-D-AGlIc 99.80 7222 73.05 8243 70.80 59.95 60.00
a-L-Ramp - - - - - - 15.80




78

O espectro HSQC da GS mostra as correlagdes de deslocamentos quimicos de *H-
13C das principais unidades de cadeia e ramificagdes. C-6/H-6 do grupo metil de o-L-
Ramp em 61,21/15,81, 63,44/60,0 de 4-OMe-B-D-GIcA e 63,96/63,00 para residuo de -
D-Man. C-4/H-4 em 63,61/71,43 de residuos de B-D-Xylp-(1—. C-1/H-1 de B-D-Galp
(1—3) e B-D-Galp (1—6) em 54,44/103,7 e 54,58/101,32, além de C-1/H-1 de B-D-Galp
(1—) em 64,96/98,79 (HAY et al., 2024). Correlacdo de C-1/H-1 de &-L-Araf (1—3)
(85,08/107,50), a-L-Araf(1—) (85,23/109,3) e 4-OMe-B-D-GIcA (55,2/99,80) (De Pinto
et al., 1995; Teixeira et al., 2007; Pinheiro et al., 2023).
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Figura 5. Espectro de RMN de HSQC de *H/*C da GS em D-0.

De acordo com os achados do presente estudo e relatos na literatura (De Pinto et
al., 1995; Teixeira et al., 2007; Pinheiro et al., 2023) sobre a estrutura da GS, sua cadeia
principal é composta por B-D-Galp ligado (1—3) e (1—6), com substituigdes laterais de
a-L-Araf (1—3) e a-L-Araf(1—), além de B-D-GIcA, 4-OMe-B-D-GIcA, a-L-Ramp, B-
D-Glu e B-D-Xilp, como residuos terminais (figura 6). No entanto, a sobreposicdo de
alguns sinais tornou dificil atribuir os residuos presentes com precisdo. Mais

experimentos sdo necessarios com a GS isolado e subsequentemente hidrolisado, para
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obter melhores espectros de resolucéo e atribuicdo completa dos padrdes de ligacao dos

residuos restantes.

@ pocap

{ ) (1 —6) p-D-Galp

- (1 —3) a-L-Araf

Figura 6. Padréo estrutural da GS obtido por analise estrutural.

3.6 Viscosidade

A propriedade reoldgica da solucdo GS 1% avaliada nos permitiu observar o

comportamento da viscosidade resultante da taxa de cisalhamento aplicada (Figura 7A).

Na menor taxa de cisalhamento a viscosidade foi de 0,1109 Pa.s. enquanto na maior taxa,

a viscosidade foi de 0,0336 Pa.s. A diminuicdo da viscosidade pode estar relacionada ao

desembaraco da cadeia polimérica durante 0 aumento da taxa de cisalhamento (Freitas et

al., 2023). A curva de fluxo na figura 7B, com a tensdo de cisalhamento pela taxa de

cisalhamento da GS, demonstra que o comportamento pseudopléastico foi observado.
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Figura 7. Curva de viscosidade (A) e curva de fluxo (B) da GS.

3.7 Anélise térmica e XDR
As curvas TG/DTG para GS sdo mostradas na figura 8A, demonstrando que ha

trés estagios de degradacdo da GS. O primeiro evento ocorre de 33,8 °C a 129,4 °C, e é
atribuido a perda de 4gua, bem como compostos volateis, resultando em uma perda de
massa de 11,96%. O segundo evento ocorre de 246,6 °C a 300,3 °C, com um ombro de
300,4 °C a 342,1 °C, correspondendo a condensacgédo de grupos hidroxila, com uma perda
de massa de 50,47%. O terceiro evento comeca em 392,7 °C a 427 °C, com um ombro de
4275 °C a 482,2 °C. Este evento foi atribuido a degradacdo térmica da estrutura do
polissacarideo com uma perda de massa de 22,58%. A massa residual a 600 °C da GS ¢
apresentada 14,99 %. (Silva et al., 2006; Ribeiro et al., 2023; Lopes et al., 2024).
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Figura 8. Curva termogravimétrica e curva derivada (A) e DSC (B) da GS.
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A curva DSC para GS é mostrada na figura 8B. Ela apresenta um pico endotérmico
a 72,1 °C, atribuido a perda de agua como primeiro evento. Adicionalmente, h picos
exotérmicos a 283,6 °C, seguidos por um ombro a 320,8 °C e 411,5 °C, com um ombro a
442,7 °C correspondendo a decomposicdo térmica do polimero. Esses resultados
corroboram os eventos de decomposicdo térmica, demonstrados na figura 8A. Esses
resultados apresentam GS como um biomaterial com alta estabilidade térmica (Bashir et
al., 2018).

O difratograma de XRD apresentado na figura 9 para GS demonstra um
semicristalino, com um sinal Unico e intenso em 18,9 a 25° 6. Este € um comportamento
representativo para arabinogalactanas, que podem exibir tal amorfismo devido as suas
caracteristicas estruturais e interacdes conformacionais (Feoktistova et al., 2008;
Kuznetsov et al., 2017). A fonte de obtencao interfere no nivel de organizacdo molecular
da cadeia do polimero, que por sua vez interfere em sua cristalinidade, e esta caracteristica

semicristalina é observada (Gorshkova, 2013).
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Figura 9. Difratograma da GS.
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3.8 Hemolise
O teste de hemocompatibilidade em eritrdcitos foi realizado para observar o perfil

hemolitico da GS. Considerando que o eritrocito € uma célula muito vulneravel devido a
sua membrana celular e desempenha uma funcéo importante no organismo (Sharma et al,
2014). Os resultados sdo mostrados na figura 10, é possivel observar que na maior
concentragio testada (2.000 pg mL™Y) a GS ndo causou hemolise acima de 2%,
caracterizando-o como material ndo hemolitico (<5%) de acordo com a 1SO10993 -
critério 4 (Standard, 2017). Isso sugere que a GS é um polissacarideo promissor para

aplicacdes biomeédicas.
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Figura 10. Gréfico do perfil hemolitico da GS.

3.9 Teste de citotoxicidade
O perfil de citotoxicidade da GS verificado para células cancerosas e ndo

cancerosas (figura 11A) demonstra que uma concentragdo de 500 pug mL™ n&o inibiu
>30% nenhuma das linhagens celulares testadas. As porcentagens antiproliferativas
foram: 14,90+0,94% para HCT116, 23,78+3,12% para PC-3, 10,46+0,80 para SNB19,
8,03+1,87% para HL60, 16, 99+1,60% para B16F10, 1,40+1,12% para HEK293 e
18,02+2,27% para L929. Para os macrofagos RAW 264.7, o grafico (figura 11B) mostra
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a viabilidade resultante da concentracdo, com 40 mg mL™ a viabilidade celular reduzida
para 63%, concentracdo esta muito superior a avaliada anteriormente em outras linhagens
celulares, apresentando um CCso de 58,44 mg mLY. A GS ndo demonstrou efeito
citotoxico in vitro, demonstrando sua seguranca nas concentracdes testadas, perfil
observado para outras gomas apenas em concentracdes menores (Silva et al., 2020;
Ribeiro et al., 2023; Brito et al., 2023).
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Figura 11. Gréafico de citotoxicidade em células tumorais e ndo tumorais (A) e em (B),

macrofagos da GS.

3.10 Toxicidade em G. mellonella
A curva de sobrevivéncia das larvas tratadas com doses de 50, 25 e 10 mg/kg da

GS é apresentada na figura 6D, é possivel observar que o tratamento em diferentes doses
reduziu a sobrevivéncia em apenas 6,3% até o sétimo dia de acompanhamento. Esses
resultados indicam que a GS, mesmo com aumento nas doses, ndo diferiu em termos da
curva de sobrevivéncia. Considerando a similaridade da resposta imune de G. mellonella
com a de mamiferos, o perfil ndo téxico demonstrado nas condi¢des testadas sugere que

a GS para aplicagdes biomédicas (Gorr et al., 2019; Mccloskey et al., 2019).
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Figura 12. Gréfico de toxicidade in vivo em G. mellonella (D).

3.11 Toxicidade aguda em camundongos
As analises realizadas durante o periodo de teste de toxicidade mostraram que a

dose administrada de 2.000 mg/kg no grupo avaliado (GS) ndo causou morte ou sinais
toxicos nos animais. Além disso, todos 0s grupos experimentais nao apresentaram
anormalidades relevantes ao longo do estudo e sobreviveram até o ultimo dia de andlise.
N&o houve diferenca significativa entre os grupos em termos de alteracdes clinicas ou
comportamentais (anexo 3). Em relacdo ao consumo de agua, ndo foi encontrada
diferenca significativa entre os grupos, seja em termos de alimentacdo ou producédo de
excretas (diarreia e/ou constipacdo) (tabela 3) ap6s 14 dias consecutivos. Assim como em
relacdo ao peso corporal e 6rgdos como coracdo, intestino delgado, figado, rim e bago,
incluindo peso relativo (tabela 4), marcadores bioguimicos e parametros hematoldgicos
(tabela 5).
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Tabela 3. Andlise dos habitos fisioldgicos diarios de camundongos tratados com a GS
(2.000 mg/kg). Os valores sdo representados como media + EPM. *p<0,05 quando

comparado com o grupo SAL.

Producéo de

Consumo de 4gua  Consumo de racao Producéo
Tratamento ) ) excrementos
(mL/dia) (g/dia) ) de fezes
(g/dia)
SAL 26,43 +£1,51 28,21 +1,33 507+051 8,35+0,35
GS 27,21 +1,15 29,14+ 1,38 538+083 7,15+0,43

Em testes de toxicidade aguda, é importante observar padrées que indiquem
toxicidade em animais. A toxicidade pode se manifestar sistemicamente, com reducédo da
massa corporal dos animais tratados e alteracGes discrepantes na massa relativa dos
orgdos (Tofovic; Jackson, 1999; Gonzalez; Silva, 2017). Como mencionado
anteriormente, nosso ensaio ndo mostrou alteracGes significativas nesses parametros.
Entre os érgdos analisados, o principal érgdo responsavel pela depuracéo de xenobioticos
e compostos estranhos, o figado, ndo apresentou diferenca significativa entre o grupo
controle (SAL) e o grupo GS (Katzung; Masters; Trevor, 2014).

As variagOes de peso sdo de suma importancia em testes de toxicidade oral aguda,
pois 0 organismo pode rapidamente indicar uma potencial toxicidade através da variacao
brusca do peso corporal, esse indice também pode estar relacionado a melhora da
condicdo e do estado nutricional do organismo, sendo comumente avaliado na maioria
dos testes de toxicidade (Pieme et al., 2006; Pires Janior et al., 2012; Barbosa, 2014).
Aproximadamente 75% do peso total de um animal equivale a agua e sangue, contendo

eritrocitos, leucdcitos e plaquetas correspondendo a 10% do peso corporal.
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Tabela 4. Anélise do peso corporal e peso relativo dos 6rgdos de camundongos tratados
com a GS (2.000 mg/kg) ap0s 14 dias de tratamento. Os valores séo representados como

média £ EPM. *p<0,05 quando comparado com o grupo SAL.

Peso corporal (g) SAL GS
Dia0 20.00 £1.89 27.50 £ 1.50
Dial4 24.00+1.41 29.00 + 1.00

Peso relativo dos 6rgaos

Baco 0.45+0.01 0.38 £0.02
Coracdo 0.59+0.04 0.45+0.06
Figado 4.44 +0.32 4.32 +0.35
Intestino 5.25+0.30 4.78 +0.40
Rim 1.47 £0.07 1.39+0.04

Assim, ap6s a administracdo do composto avaliado, o animal deve estar
clinicamente estavel, com habitos normais e peso corporal estavel (Gonzalez; Silva,
2017), o que foi observado no presente experimento. Outra analise importante na
investigacdo de toxicidade sdo os padrdes teciduais dos 6rgdos. Essa andlise é essencial
devido a possibilidade de mensurar o tipo e a intensidade da lesdo causada por um
determinado composto, neste estudo, tal analise foi realizada e os resultados do grupo

tratado com a goma foram consistentes com os demais achados de toxicidade.
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Tabela 5. Andlise de parametros bioguimicos e hematolégicos de camundongos tratados

com a GS (2.000 mg/kg) ap6s 14 dias de tratamento.

Parameter SAL GS

ALT (U/mL) 28,16+3,57 30,49+3,40
AST (U/mL) 103,90+ 5,36 106,70+ 4,72
Creatinina (mg/dL) 0,60+0,18 0,85 £ 0,07
Eritrocitos (10%/mm?) 5,010 + 0,49 5,218 + 0,33
Hematdcrito (%) 44,67 + 1,45 43,00 + 0,40
Hemoglobina (g/dL) 1535+1,21 17,46 £ 0,94
VCM (fL) 63,86+ 3,87 65,63+ 3,65

HCM (pg) 23,86+ 1,91 24,23+ 1,26

CHCM (g/dL) 32,37+ 1,50 33,68+ 1,38
Leucdcitos Totais (10° células/uL) 4,880 + 0,49 4,613 + 0,62
Linfdcitos (10° células/pL) 29,50 £1,19 26,50 £ 3,59
Neutrofilos (10° células/uL) 60,00 £ 0,00 61,75 + 359
Eosinofilos (10 células/uL) 1,250 £ 0,25 2,000 £+ 0,40
Mondcitos (102 células/uL) 7,250 £ 0,85 6,500 + 0,86
Basofilos (10% células/uL) 2,000 £ 0,57 2,250 £ 0,94

Plaquetas (uL) 775,00 £11,90 758,50 + 11,27

- Os valores sdo representados como a média + EPM. *p <0,05 quando comparado ao

grupo SAL.

Em relacdo ao consumo de agua, racdo e producdo de excretas, ndao foram
observadas alteracOes significativas nos grupos estudados. Esses parametros sdo
importantes para avaliar a toxicidade sistémica, razdo pela qual sdo utilizados nesses tipos
de testes experimentais. Juntos, esses resultados, de acordo com a Diretriz 423 da OCDE
(2002), sugerem baixa toxicidade da GS.
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SAL GS

Figura 13. Histopatologia de 6rgdos vitais no processo de toxicidade: Figado do grupo
salina (A) e grupo GS (B) com estrutura usual de hepatécitos (ponta de seta) irradiando a
veia central (VC); Cortex renal de salina (C) e GS (D) com glomérulo (RG), espago de
Bowman (ponta de seta); Histologia do bago de salina (E) e GS (F), com polpa vermelha
(RP) permeada por trabéculas de tecido conjuntivo (seta) e capsula (ponta de seta);
Histologia do musculo cardiaco de salina (G) e GS (H). Intestino delgado de salina (1) e

GS (J) com vilosidades cilindricas altas, lamina propria e criptas (asterisco).
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As avaliagdes histologicas do figado, rim, baco, coracdo e intestino néo
apresentaram alteracGes em comparagdo ao controle (figura 13). O tecido hepatico (figura
13A) dos animais que receberam GS (figura 13B) nédo apresentou sinais de toxicidade,
como necrose e esteatose, e houve auséncia de dilatacdo da veia central, sem diferenca
estatistica entre os grupos (figura 14A). No rim (figura 13C — SAL e 13D - GS),
especificamente no glomérulo, ndo houve aumento do volume glomerular (figura 14B),

e as unidades de filtracdo estavam intactas (figura 13C-D).
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Figura 14. Graficos da avaliacdo histomorfométrica dos orgdos dos grupos SAL e GS.
Tamanho médio da VC (A), volume glomerular (B), espessura da capsula do bago (C),
espessura das fibras cardiacas (D) e area de cripta (E). Os resultados sdo expressos pela
média + EPM.

O bago néo apresentou infiltrado inflamatério (figura 13E-F) e nenhuma alteracéo
significativa na espessura da capsula (figura 14C). Auséncia de dano agudo ou areas de

infarto foi observada na histologia cardiaca (figura 13G-H) em comparagdo ao grupo
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SAL. As fibras cardiacas estavam dispostas da maneira usual, ndo apresentando diferenca
estatistica entre os grupos (figura 14D). Da mesma forma, ndo houve dano hemorragico
no intestino (figura 131-J), sem diferenca estatistica nas criptas intestinais (figura 14E).
Portanto, a administracdo oral da GS na dose de 2.000 mg/kg ndo apresentou efeitos
adversos discerniveis nos orgaos vitais de camundongos, demonstrando seu efeito
atoxico, efeito também relatado para outras gomas na mesma dose testada (Araujo et al.,
2020; Ribeiro et al., 2023). Nossos achados destacam o potencial uso de
arabinogalactanas na industria nutracéutica e em diversas abordagens biotecnoldgicas,
pois sdo utilizadas como fibras alimentares e prebidticos (Silva et al. 2023), atuando
também em distdrbios gastrointestinais (Aradjo et al., 2015; Aradjo et al., 2020). Além
disso, eles demonstraram efeito imunomodulador (Bovo et al., 2016), melhorando o
sistema imunologico, e foram relatados por seu efeito antitumoral (Barros et al., 2020;
Barkeer et al., 2024).

CONCLUSAO
Ap0s o isolamento da GS a partir do exsudato de S. purpurea L., obteve-se um pé

branco com aspecto amorfo, com rendimento de 51,15%. A caracterizagcdo da goma
revelou a presenca de galactose em sua composicdo de monossacarideos, seguida de
arabinose, e a presenca de acidos urdnicos, glicose, manose, xilose e tracos de proteina.
Arabinogalactana de alta massa molar, com pequenos tracos de proteina e potencial zeta
negativo aumentado, possivelmente relacionado aos 16% de acidos urdnicos, ocorréncia
de acidos glucurénicos e acido 4-O-metil glucurdnico, evidenciados em RMN. A GS
demonstrou um perfil semicristalino amorfizado, com trés eventos de degradacdo. Foi
observado seu perfil atoxico nos diferentes modelos in vitro testados. Modelos in vivo
utilizando G. mellonella mostraram que a curva de sobrevivéncia das larvas, reduziu em
apenas 6,3% até o sétimo dia de acompanhamento. As analises realizadas durante o
periodo do teste de toxicidade aguda em camundongos mostraram que a dose
administrada de 2.000 mg/kg no grupo avaliado ndo apresentou alteracdes e sinais toxicos
nos parametros de triagem hipocréaticos, consumo de agua, alimentacdo, produgédo de
excretas, aspectos fecais, parametros bioquimicos, hematologicos, massa média de 6rgaos
e analise histologica. Embora a GS tenha sido isolado e caracterizado em estudos
anteriores, destacam-se 0s avancgos nas caracteristicas fisico-quimicas e nos testes de

toxicidade, realizados em diferentes modelos in vitro e in vivo, que sdo essenciais para a
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ampliacdo do espectro de aplicagdes no mesmo. Portanto, nossos achados destacam o
potencial uso da GS na industria nutracéutica e em diferentes abordagens biotecnoldgicas,
devido as suas caracteristicas e perfil atoxico.
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ANEXO CAPITULO 2
Anexo 1. Certificado do comité de ética em pequisa in vivo.

MINISTERIO DA EDUCACAD

UNIVERSIDADE FEDERAL DO DELTA DO PARNAIBA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Av. S50 Sebastilo, 2819, Parnaiba, Piaui, Brasil; CEP: 64202-020.
Telefone (86) 3323-5251, E-mail: ceua yidoar@omailcom

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Avaliagdo Toxicolégica e Efeito Gastroprotetor da
Goma Extraida do Exsudato da Seriguela (Spondias purpurea L.), uma Arabinogalactana com
Potencial Biotecnolégico”, registrada sob protocolo N2 002/2021, de a responsabilidade do
Prof. Dr. Jand Venes Rolim Medeiros do Programa de Pos-Graduagdo em Biotecnologia da
Universidade Federal do Delta do Parnaiba/UFDPar, que envolve a producdo, manutengio
ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata [exceto humanos),
para fins de Pesquisa Cientifica e/ou Ensino, encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n®
11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), e
foi APROVADO pela Comiss3o de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Delta
do Parnaiba (CEUA/UFDPar), em Reunido na presente data 09/04/2021.

Finalidade | ( ) Ensino (X) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da Autorizacdo | Maio/ 2021 a junho/ 2024
Espécie/Linhagem/raca: | Mus musculus /Camundongo isogénico/ Balb/c
N® de Animais: | 124
Peso/ Idade: | 25-30g, 4 semanas
Sexo: | Machos: 48; Fémeas: 76
Origem: | Biotério da Universidade Federal do Delta do Parnaiba-UFDPar

Parnaiba, 09 de abril de 2021.

}fﬁmkﬂﬂ C{f’ Q;Lv('/?,

rof. Dr. Jefferson Soares de Oliveira
Coordenador da CEUA/UFDPar

Prove venfiear o QUISATIOHEOE deste JOOUMENO OCRSSE O Site NITPS /il Brtiue COMSIns 08 $100-00 w50 -4 animns ¢ procue o dodas
A0 prageto no oruive duponived em “ALE5ce 30us & Kita de Projetos Agrovedos pela CEUA/UFDPar”



Anexo 2. Exsudato solubilizado de Spondias purpurea.

Anexo 3. Cromatograma obtigo por GC-MS para a GS hidrolisada.
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Anexo 3. Triagem hipocratica: parametros obtidos ap6s administracdo oral Gnica de 2.000
mg/kg da GS em camundongos Balb/c. O controle recebeu apenas solucdo salina 0,9%
por gavagem. Os parametros foram pontuados 4: normal; 3: ligeiramente reduzido; 2:
moderadamente reduzido; 1: intensamente reduzido; e 0: ausente. Os resultados sdo
expressos em media aritmética.

A Grupos (n Tempo (h) Tempo (dias)
PEIETIELEE =5) | 025]05]1]2]24]|3]7]10] 14
Estado Consciente Atividade Geral SAL 4 4 (4144|4144 4
e Disposicdo GS 4 4 |44 4 |4|4] 4| 4
Resposta ao toque SAL 4 4 141414 14]14]4 14
GS 4 4 |414]414|14]| 4| 4
Pegada de cauda SAL 4 4 1414141414144
L GS 4 4 |44 414|144 | 4
C':A(\)t(;\r/cliizci(f;éeo Alisamento SAL 4 4 1414.4 1414144
Sistema Motor e GS 4 4 141414141414 14
Tonus Muscular Ténus corporal SAL 4 4 14144 14,4144
GS 4 4 |414] 4 14|4] 4] 4
F q SAL 4 4 |4]14] 4 14|14]) 4| 4
orga de agarrar GS 4 | 4 (4|44 |4|4] a4
Reflexdes Reflexo corneano SAL 4 4 131414141414 |4
GS 4 4 |414] 4 14|4] 4] 4
Tremores SAL 0 0 |0|0]O0O]|0O|0O|]O]|O
GS 0 0 |0|0]O]|0O|O|]O]|O
Convulsdes SAL 0 0 |0|0]O0O]|0O|O|O]|O
Sistema nervoso GS 0 0 10/0/0]0]010}0
central (NSC) il SAL 0 0 |0|0]O]|0O|0O|]O]|O
GS 0 0 |0|0|]O]|O|O|O|O
SAL 0 0 |0|0|]O]|O|O|O|O

Straub
GS 0 0 |0|0|]O]|O|O|O|O
Lacrimejamento SAL 0 010/0/010/01010
GS 0 0 |0|0]0O]|0O|0O|]O]|O
Piloerecio SAL 0 0 |0|0]0O]|0O|0O|]O]|O
Sistema nervoso SC,;ASL 2 2 2 2 2 2 2 2 2
auténomo (NSA) Respiracao GS 4 4 4144 alal a2
Constipacgéo SAL 0 0 |0]0]O]O]O]O]O
intestinal GS 0 0 |0|0]0|0|0|]0]|O
. SAL 0 0 |0|0]O0O|0O|O|]O]|O
Mortalidade GS 0 0 Tololololol oo




