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RESUMO

O melanoma metastatico, um tipo agressivo de cancer de pele, esta associado a
mutacBes nos melandcitos, células responsaveis pela producdo de melanina. Apesar
dos avancos na imunoterapia e terapia-alvo, existe uma resisténcia ao tratamento,
levando a regressao dos pacientes, recorréncia e efeitos adversos graves, reduzindo
a sobrevida. Extratos vegetais tém sido investigados como agentes antitumorais
devido ao potencial antioxidante de compostos naturais. As pectinas, polissacarideos
vegetais, tém papel vital na estrutura celular de plantas e sdo Uteis em diversas
industrias, como na formulacdo de produtos farmacéuticos, cosméticos e embalagens
de alimentos. Apesar da diversidade, todas as pectinas compartilham o &cido
galacturénico em sua estrutura principal. Este estudo propde que as pectinas
desempenham um papel importante nas células de melanoma B16F10. Avaliou-se a
farinha de amora negra obtida comercialmente, o potencial citotéxico e a viabilidade
celular em células de melanoma. A Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) foi
utilizada para analisar os espectros dos extratos brutos e desesterificados da farinha
de amora, demonstrando que o0s extratos contendo polissacarideos (bruto e
desesterificado) néo apresentaram unidades acidas caracteristicas, auséncia de
sinais de carbono de éster ou de acido carboxilico na regido de 170 ppm, bem como
auséncia de sinais de hidrogénios de carbonos anoméricos caracteristicos de
unidades &cidas, como carbono éster ou de acido carboxilico (170-180 ppm), assim
como, também né&o héa sinal de hidrogénio de éster etilico (2,2 ppm) ou metoxila (3,5-
3,7 ppm). Em relacdo a citotoxicidade celular, nenhum dos extratos apresentou
toxicidade relevante, o extrato desesterificado mostrou maior viabilidade em células
B16F10 (108,06%, na concentracdo de 15,6 pg/mL) e 3T3 (111,82%, na concentracao
de 250 pg/mL), enquanto o extrato bruto revelou menor viabilidade celular (78,19%,
62,5 pg/mL em B16F10) e (31,53%, 1000 pg/mL em 3T3) em comparacdo com 0
controle (100% tanto em B16F10, quanto 3T3). Os resultados indicam que o0s
tratamentos néo interferiram na viabilidade celular nas células de melanoma B16F10,
porém, em relacdo as células 3T3, o extrato bruto apresentou menor viabilidade,
indicando apresentar mais compostos além dos polissacarideos. No entanto, a
amostra da farinha de amora adquirida pode ndo ter extraido todas as unidades acidas
relevantes das pectinas. Portanto, sdo necessarios mais estudos para caracterizar
melhor a complexa composicdo quimica das pectinas de amora e desesterificar
adequadamente as pectinas das amostras de amora.

Palavras-chave: Pectina; Morus nigra; Melanoma.



ABSTRACT

Metastatic melanoma, an aggressive type of skin cancer, is linked to mutations in
melanocytes, cells responsible for melanin production. Despite the advancements in
immunotherapy and targeted therapy, treatment resistance occurs, leading to patient
regression, recurrence, severe adverse effects, and reduced survival. Plant extracts
are under exploration as antitumor agents due to their potential as natural compound
antioxidants. Pectins, plant polysaccharides, play a crucial role in plant cell structure
and find utility in various industries such as pharmaceuticals, cosmetics, and food
packaging. Although diverse, all pectins share galacturonic acid in their main structure.
This study suggests that pectins play a significant role in BL6F10 melanoma cells. The
commercially obtained blackberry flour, its cytotoxic potential, and cell viability in
melanoma cells were evaluated. Nuclear Magnetic Resonance (NMR) was used to
analyze the spectra of raw and deesterified blackberry flour extracts, demonstrating
that extracts containing polysaccharides (raw and deesterified) did not present
characteristic acidic units, absence of ester carbon or carboxylic acid signals in the 170
ppm region, as well as an absence of characteristic anomeric carbon hydrogen signals
of acidic units, such as ester or carboxylic acid carbon (170-180 ppm), likewise, there
was no signal of ethyl ester hydrogen (2.2 ppm) or methoxyl (3.5-3.7 ppm). Regarding
cellular cytotoxicity, neither of the extracts showed relevant toxicity; the deesterified
extract showed higher viability in BL6F10 cells (108.06%, at a concentration of 15.6
png/mL) and 3T3 cells (111.82%, at a concentration of 250 pg/mL), while the raw extract
revealed lower cell viability (78.19%, at 62.5 pg/mL in B16F10) and (31.53%, at 1000
pg/mL in 3T3) compared to the control (100% in both B16F10 and 3T3). The results
indicate that the treatments did not affect cell viability in BL6F10 melanoma cells.
However, concerning 3T3 cells, the raw extract showed lower viability, suggesting the
presence of additional compounds beyond polysaccharides. Nevertheless, the
acquired blackberry flour sample might not have extracted all relevant acidic
compounds from the pectins. Therefore, further studies are necessary to adequately
characterize and deesterify the pectins in blackberry samples.

Keywords: Pectin; Morus nigra; Melanoma.
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1INTRODUCAO

O céancer € um problema de satde mundial que engloba mais de 200 doencas,
sendo a que causa a segunda maior incidéncia de mortes da populagdo. Apenas em
2020, foi possivel observar uma incidéncia de aproximadamente 9,9 milhdes de
mortes da populacdo mundial (SUNG et al., 2021). Devido a este crescimento
continuo, estima-se para 2040 mais de 30 milh6es de novos casos mundiais e uma
taxa de mortalidade de cerca de 16 milhdes. No Brasil, para 0 mesmo ano, a estimativa
€ de 995 mil novos casos, com taxa de mortalidade de 470 mil (WHO, 2021).

Apesar da diversidade de neoplasias que acometem a populacédo, um dos mais
incidentes é o cancer de pele, que pode ser classificado de duas formas: melanoma
ou ndo-melanoma. O ndo-melanoma representa 94% do total de casos de céancer de
pele e um alto indice de cura, enquanto o melanoma metastatico possui o pior
progndéstico e maior indice de mortalidade (IBCC, 2018). Destes, apenas 14% dos
pacientes sobrevivem por, aproximadamente, cinco anos (MARTHA, 2020). O
melanoma metastatico € um tipo de cancer de pele decorrente do acumulo de
mutacBes nos melandcitos — células ndo-tumorais presentes na epiderme que sao
responsaveis pela producdo de melanina, pigmento que da sua coloracdo. Apesar
deste tipo de cancer representar apenas 1% de todos os canceres de pele, é
responsavel em torno de 90% de todas as mortes, devido a alta capacidade
metastatica (EDDY; CHEN, 2020).

Como principal fator de risco, para todos os tipos de cancer de pele, esta a
exposicao excessiva a radiacdo solar ultravioleta (UV). Porém, outros fatores como
histérico familiar, idade, género, status socioeconémico, cor de pele, olhos e cabelo,
bronzeamento artificial, medicamentos ou sistema imune debilitado, também podem
estar associados e promover o aumento do risco de desenvolvimento deste cancer
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2017; CARR; SMITH; WERNBERG, 2020). De
acordo com a Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC),
aproximadamente 80% dos melanomas s&o causados pela exposicdo solar
desprotegida. As radiacdes UVB e UVA promovem danos ao DNA, mutac¢des génicas
e proliferacéo celular anormal, bem como no aparecimento de manchas, sinais ou
pintas (CARR; SMITH; WERNBERG, 2020; MARTHA, 2020).

Com relacdo ao tratamento, uma das primeiras intervencdes € a cirurgia de

excisdo local ampla do tumor primario, considerada a técnica padrdo ouro para



tratamento do melanoma (EDDY; CHEN, 2020). Além disso, utiliza-se também
comumente a combinacdo de radioterapia, quimioterapia, imunoterapia e terapia
direcionada, do qual se faz uso de diversos medicamentos aprovados por agéncias
reguladoras nacionais e internacionais (NATIONAL CANCER INSTITUTE, 2021). A
quimioterapia e a radioterapia, principais tratamentos disponiveis para a populacao
mundial, estdo comumente associadas a alta toxicidade e, geralmente, de forma néo
seletiva. Ou seja, além de agir sobre o tecido tumoral, também tém acéo sobre tecidos
ndo-tumorais, atingindo células saudaveis, o que pode resultar em efeitos adversos
severos aos pacientes (GONCALVES RIBEIRO, 2021).

Historicamente, até 2010, os Unicos tratamentos aprovados pela Food and
Drug Administration (FDA) eram: o farmaco Dacarbazina e a Interleucina-2 em alta
dose (JENKINS; FISHER, 2021; WINDER; VIROS, 2017). No entanto, nos ultimos 13
anos houve um avanco bem significativo no tratamento para o melanoma, como por
exemplo com a aprovacéo de novos medicamentos, como o Nivolumab, Ipilimumab e
o Vemurafenib — advindos de anticorpos monoclonais anti-PD1 e anti-CTLA4. Esses
medicamentos desenvolvidos resultam na interferéncia da interacdo entre a célula
tumoral e a célula do Sistema Imunoldgico, permitindo a consolidacéo principalmente
de linfocitos T citotdxicos, essenciais no combate ao tumor (LEONARDI et al., 2020).
No entanto, apesar dos avancos na imunoterapia e na terapia-alvo, observa-se na
clinica uma resisténcia natural ou adquirida com o passar do tratamento com esses
medicamentos, gerando como resultado a regressao dos pacientes com melanoma e
maiores chances de apresentar recidiva, grande quantidade de efeitos adversos
observados e baixa taxa de sobrevida devido a alta toxicidade (GONCALVES
RIBEIRO, 2021; VIROS, 2018; WINDER; RALLI et al., 2020).

Dessa forma, diante desse cenario, surge a necessidade de aprimorar 0s
estudos de novos tratamentos, dos quais estdo sendo desenvolvidos e,
concomitantemente, a relacdo entre eles e sua respectiva citotoxicidade tem sido um
dos principais focos. Assim, houve um aumento significativo na busca por novas
moléculas bioativas, menos toxicas e mais eficazes contra 0 melanoma metastético,
visto a inviabilidade dos tratamentos atuais, principalmente, devido aos seus efeitos
adversos ja mencionados e ao alto custo (GORRY; MCCULLAGH; BARRY, 2020;
RIBEIRO, 2021). Junto a isso, também se observa o avango das medicinas
alternativas e complementares (MACs), principalmente relacionadas a tratamentos
nao-convencionais utilizando plantas (MARTHA, 2020; SPADACIO; BARROS, 2007).
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As MACs podem ser divididas em trés grandes grupos: a medicina tradicional
indigena, a medicina afro-americana e as medicinas alternativas derivadas de
sistemas médicos altamente complexos (GEWEHR et al., 2017; MARTHA, 2020). Em
relacéo a este terceiro grupo, foi observado que vem sendo bastante empregado em
tratamentos no Brasil, onde alguns desses tratamentos se destacaram entre as MACS,
sendo institucionalizados e inseridos no Sistema Unico de Satde (SUS). Portanto, a
exploragdo de produtos naturais para a medicina alternativa tem se mostrado
essencial para complementar tratamentos com o objetivo de evitar maiores
consequéncias e efeitos colaterais para o paciente.

Nas ultimas décadas, a utilizacdo de extratos vegetais como agentes
antitumorais tem sido alvo de pesquisas e estudos relacionados a determinacao do
potencial antioxidante de compostos naturais (MARTHA, 2020; TSALA; AMADOU;
HABTEMARIAM, 2013). Polissacarideos extraidos de fontes naturais, como fungos,
algas e plantas, tém mostrado acdo antitumoral, sendo pouco ou ndo citotoxicos e
podem ser capazes de modular vias associadas a malignidade tumoral (BELLAN et
al., 2020; SONG et al., 2011). Dentre os polissacarideos investigados, destaca-se
neste trabalho as pectinas.

As pectinas sdo polissacarideos vegetais heterogéneos estruturais
biodegradaveis, biocompativeis e ndo-toxicos, capazes de desempenhar um papel
importante na parede celular e nas camadas intercelulares de plantas. Devido a isso,
€ objeto de interesse para uma variedade de aplicacdes industriais, como na
formulacdo de produtos farmacéuticos, cosméticos, nutracéuticos e em embalagens
de alimentos (BRANDAO; ANDRADE, 1999: NAGGAR et al, 1992;
SUNGTHONGJEEN et al., 1999; ZAITSEVA et al., 2020).

As pectinas sdo formadas por dezessete diferentes monossacarideos,
organizados em polissacarideos distintos, a partir de mais de vinte diferentes ligactes
para formacdo de uma rede quando unidos, agrupados em diferentes tipos de cadeia,
constituidas por acidos urbnicos, hexoses, pentoses e metilpentoses. Diversas
unidades estruturais podem estar substituidas por metanol, acido acético e acidos
fendlicos (Gawkowska et al., 2018).

De modo geral, os frutos séo responsaveis pelas principais fontes de pectinas e,
apesar deste grupo de polissacarideos ser amplo e diversificado, todas as pectinas
apresentam em comum o0 &cido galacturbnico na sua cadeia principal.

Estruturalmente, esses polissacarideos podem apresentar até quatro subestruturas
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pécticas distintas: homogalacturonana (HG), ramnogalacturonana-l (RG-I),
xilogalacturonanas e ramnogalacturonana-ll (RG-Il), onde, geralmente, a HG
representa aproximante 65%, sendo a mais abundante, e a RG-Il a menos presente.
As homogalacturonanas sdo homopolissacarideos compostos por moléculas de &cido
galacturénico unidas por ligacdes do tipo a(1—4) (CANTERI et al., 2012). Essas
unidades podem estar na apresentacdo de metil-esterificacdo, em maior ou menor
grau, dependendo da fonte de onde sdo extraidas (ZHANG; XU; ZHANG, 2015). As
pectinas séo classificadas de acordo com o esse grau de metil-esterificacdo (DE), que
pode ser de alto grau (HM) quando apresentam mais de 50% das ramificacdes
representadas por metil-éster na estrutura quimica, e de baixo grau (LM) quando
apresentam menos de 50% (BRANDAO; ANDRADE, 1999; RIBEIRO, 2021).

Essas caracteristicas estruturais das pectinas, principalmente das
homogalacturonanas, permitem que, em condicfes adequadas, haja a formacéo de
géis ou solucdes com diferentes viscosidades. Isso depende basicamente de cinco
fatores: concentracdo de pectina (e do grau de metil-esterificacdo da pectina
presente), a concentracdo de acucar, a participacdo de agentes ligantes, a
temperatura e o pH da solucéo. Isso interfere diretamente na formacao de emulsdes,
na tensao superficial, estabilizacdo do tecido e seu efeito mecanico caracteristico da
formacdo do gel (MULLER-MAATSCH et al, 2014). Quando a solugdo contém
pectinas HM, altos niveis de aclUcar e um pH < 3,5, ha a formacao de ligacdes de
hidrogénio e acdo de forcas hidrofébicas que resultam em um gel estavel. J4 quando
a solucdo tem maior quantidade de pectinas LM, ions Ca*? e um pH préximo de 8,5,
provavelmente os grupos carboxila livres estardo em maior concentracao e a interacao
com os ions célcio favorecerd a formagéo de géis mais compactos (GAWKOWSKA;
CYBULSKA; ZDUNEK, 2018; RIBEIRO, 2021). A acetilagdo, assim como a metilacéo,
diminui a afinidade da pectina pelos cations, o que tem grande consequéncia na
capacidade de gelificacdo da pectina. Além disso, tem um efeito sobre a atividade de
superficie, estabilidade da emulsdo e viscosidade. Os ésteres de acido ferulico
desempenham um papel significativo na parede celular vegetal porque formam
ligacBes entre polissacarideos e proteinas (MULLER-MAATSCH et al, 2014). A
capacidade de formar de géis tem grande valor na industria de alimentos, sendo
amplamente utilizadas como estabilizantes de sucos naturais e agentes gelificantes

na producédo de geleias e gelatinas (NAQASH et al., 2017).
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A Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) tem sido amplamente utilizada para
estudar a pectina e, em geral, os carboidratos dos alimentos em nivel estrutural, sendo
uma técnica ndo destrutiva capaz de caracterizar amostras de forma simultanea,
qualitativa e quantitativamente, envolvendo a determinacdo do grau de metilacao,
acetilacao e ferulizacdo de pectinas isoladas. Os ésteres presentes na pectina sao
hidrolisados em NaOH/D20 e o metanol, acido acético e acido ferulico resultantes
podem ser diretamente medidos por RMN em tempo de analise reduzido em
comparagcdo com meétodos convencionais baseados em cromatografia ou titulagdo.
(MULLER-MAATSCH et al, 2014).

Além de todas essas caracteristicas e interacdes estruturais, além do seu valor
econdbmico, as pectinas vém sendo intensamente estudadas com relagcdo a sua
atividade bioldgica, destacando-se aqui seu potencial citotoxico em células isoladas
de diferentes tipos de céancer, como cancer de colon, leucemia e melanoma
(HAYASHI; GILLEN; LOTT, 2000). Existe também a relacdo entre o grau de metil-
esterificacdo da pectina e seu potencial antitumoral (GONCALVES RIBEIRO, 2021).
Estudos indicam que quanto menor o grau de metil-esterificacdo, mais promissor é o
potencial citotéxico (JIANG; ELIAZ; SLIVA, 2013; PRADO et al., 2019).

O uso de pectina citrica modificada (MCP) — uma pectina de baixo grau de metil-
esterificacdo — na pesquisa de diversos tipos de cancer, como cancer de pristata, de
pulméo, de figado e de colon apresentou resultados satisfatérios na modulacéo de
diversas evidéncias de progressao tumoral como morte e proliferacéo celular (HAO et
al., 2013; PRADO et al., 2019). Na literatura, ha um estudo in vitro e in vivo utilizando
um padrdo de pectina citrica modificada comercial (MCP) onde foi possivel observar
que houve reducao da proliferagdo pulmonar de células de melanoma da linhagem
B16F10, junto com o bloqueio da adesdo dessas mesmas células de forma néo
citotoxica (INOHARA; RAZ, 1994; GONCALVES RIBEIRO, 2021). Em outro estudo in
vivo, foi possivel perceber que a MCP também foi capaz de reduzir a metastase
hepética de cancer de célon, da linhagem CT-26 em camundongos has concentracées
de 1%, 2,5% e 5% em agua potavel (peso / volume) (LIU et al., 2008).

Como consequéncia desses e outros estudos relacionados a isso, procura-se
conhecer como funcionam as interagcdes entre as pectinas e o microambiente tumoral,
bem como a proporcdo do potencial de acdo dessas moléculas como inibidoras do
crescimento tumoral. Uma das principais conclusdes esta relacionada ao potencial de

interacdo das pectinas compostas por galactose com a galetina-3. As galectinas
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representam uma classe de proteinas pertencentes a familia das lectinas, das quais
fazem parte de diversos processos celulares, como adeséo, reconhecimento e
sinalizagdo (GONCALVES RIBEIRO, 2021). Em células tumorais, inclusive no
melanoma, é possivel observar uma taxa expressiva principalmente de galectinas 1 e
3 (ELOLA et al., 2018). Isso se deve ao fato de que os carboidratos presentes na
estrutura de galectinas reconhecem as pectinas, por meio de sinais regulatorios,
realizando uma ligagéo entre as duas, impedindo que a galectina fique no seu estado
livre e seja capaz de exercer as suas fung¢bes pro-tumorais, como supressora da
resposta imune, pré-metastatica, pro-migratoria, pré-angiogénica e estimuladora de
crescimento (CARDOSO et al., 2016; GONCALVES RIBEIRO, 2021).

No Brasil, a espécie Morus nigra L. € conhecida popularmente como amora,
amoreira, amoreira-preta, amoreira negra ou sar¢ca mora e € uma espécie vegetal
arbustiva de porte ereto ou rasteiro que produz frutos agregados de sabor &cido a
doce-4cido e coloracdo negra (SHOEMAKER, 1978). E reconhecida como uma planta
com origem na Asia, frutificando com maior intensidade e abundancia, sobretudo na
Asia Menor e estando plenamente aclimatizada no Brasil, onde vem se expandindo
nas regides Sul e Sudeste do pais (Chen et al., 2006). A amora negra “in natura” é
uma fruta nutritiva que geralmente contém 85% de agua, 10% de carboidratos, onde
o teor de acucares totais € de 6,64 g/ 100 g de frutos frescos e o de pectina é de
aproximadamente 0,76 g/ 100 g. Além disso, € rica em vitaminas do complexo B,
vitamina A, além de compostos fenélicos como antocianinas, taninos, quercetina,
acido gélico e acido elagico, do qual estdo associados com 0 seu potencial efeito
antioxidante  (MINISTERIO DA  SAUDE, 2015; WANG; LIN, 2000).

Diante disso, o0 presente estudo tem como hipétese que as pectinas tém um
importante papel na atividade biologica em células de melanoma B16F10. Devido a
isso, 0 objetivo é avaliar o perfil fitoquimico da farinha de amora negra e verificar o
potencial citotdéxico frente a sua atividade biolégica em células de linhagem de

melanoma.
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2JUSTIFICATIVA

O melanoma é um tipo de cancer de pele maligno extremamente metastético. Se
0 melanoma esté caracterizado ainda como tumor primario, sua excisdo promove uma
taxa de sobrevida maior que 5 anos em mais de 90% dos pacientes. Quando
metastizado, as opc¢Bes mais pertinentes de tratamento para oS pacientes Sao
quimioterapia, radioterapia, terapias alvo e imunoterapia. No entanto, além dessas
terapias possuirem um alto custo, também apresentam diversos efeitos adversos ao
paciente, como erupcdes cutaneas, inflamacdo de diversos 0rgaos, nauseas, dores
de cabeca, podendo também induzir resisténcia apdés um periodo de uso e serem
dependentes de um quadro imunoldgico e genético que varia de paciente para
paciente. A juncdo de todos esses fatores com o potencial impacto causado pela
doenca nas familias, € comum observar também consequéncias psicossociais ao
paciente e aqueles que estdo ao seu redor. Devido a dificuldade de tratamentos e
terapias ideais e eficazes que pacientes que apresentam melanoma e outros tipos de
canceres apresentam, surge a necessidade, desde a segunda metade do século XX,
de mais e novos estudos que comprovem o potencial de polissacarideos extraidos de
fontes naturais como coadjuvantes no tratamento. Pois, assim, haveria nenhuma ou
pouco resisténcia farmacoldgica e atingiria as células tumorais de forma mais direta,
especifica e segura, com menor citotoxicidade e efeitos adversos aos pacientes
(DABA; EZERONYE, 2003; GONCALVES RIBEIRO, 2021; ZHANG et al., 2007).

Dessa forma, a ciéncia percorre na busca e identificacdo de compostos mais
seletivos e com maior acessibilidade aos pacientes. Dentre esses compostos, sugere-
se que os polissacarideos possam agir na modulacdo das vias de malignidade
essenciais para a regressao tumoral, como angiogénese, imortalidade replicativa,
sustentacdo do sinal proliferativo, ativacdo de invasdo e metastase (GONCALVES
RIBEIRO, 2021). As pectinas sdo exemplos de polissacarideos acidos presentes em
paredes celulares de plantas e conhecidas comercialmente por desempenharem
atividades fisico-quimicas importantes para diferentes nichos de industrias e com
potencial de apresentar atividade antimelanoma, considerando-se estudos prévios em
outros modelos que evidenciaram efetividade. Junto a isso, foi observado na literatura
a correlacao do grau de metil-esterificacéo da pectina com a sua atividade citotéxica.
Assim, avaliar as concentracbes e estrutura quimica semelhantes aquelas

encontradas na literatura é o ponto inicial do estudo de suas atividades citotoxicas,
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visto que outros polissacarideos ja descritos e que apresentaram essa capacidade
também modulam outras dindmicas de malignidade associadas a regressao tumoral,
como diminuicdo da capacidade invasiva e migratoria das células tumorais
(GONCALVES RIBEIRO, 2021).

Em um trabalho realizado por Gazzi et al. (2020), foi possivel construir um gel de
pectina e incorpora-lo com nanocapsulas contendo farmacos especificos em sua
estrutura, fazendo com que haja interacao in vitro com células tumorais de melanoma
(SK-MEL-28) e resultando em modificacbes significativas de parametros de
malignidade e auxiliando no tratamento desse tipo de cancer, representando uma
possibilidade para aprimorar o tratamento de pacientes oncologicos.

Dessa forma, este presente estudo tem por finalidade avaliar o potencial
citotdxico e a viabilidade celular in vitro do extrato bruto (extrato A) e desesterificado
(extrato B) da farinha de amora em linhagem de melandcito murino B16F10 e nao
tumoral de fibroblastos 3T3, com o objetivo de avaliar se, ao retirar grupos metil-éster,
a pectina apresentaria efeitos citotéxicos no melanoma. Com o intuito de verificar se
o grau de metil-esterificacdo é importante para a atividade desta pectina, neste
trabalho ela sera utilizada na forma desesterificada e comparada com a pectina
original. Devido a origem natural desse polissacarideo, bem como sua alta
biodisponibilidade e interesse comercial e industrial, cuja presenca é conhecida em

extratos de amora negra.
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30BJETIVO

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e a viabilidade
celular do extrato bruto (extrato A) e desesterificado (extrato B) da farinha de amora

(Morus nigra L).

3.2 OBJETIVO ESPECIFICO

a. Avaliar por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) o extrato bruto (extrato A) e
desesterificado (extrato B) da farinha de amora para determinar o grau de

desesterificacdo das amostras;

b. Avaliar a viabilidade celular in vitro sobre a citotoxicidade do extrato bruto (extrato
A) e desesterificado (extrato B) da farinha de amora em linhagem de melandcito

murino B16F10 e nao tumoral de fibroblastos murinos 3T3.
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4METODOLOGIA

4.1 MATERIA-PRIMA

4.1.1 Identificacdo botanica e local do cultivo das biomassas (farinha)

As biomassas de cultivos organicos de Amora Negra (Morus nigra L.) foram
adquiridas da empresa Macca Desidratados Ltda (Fraiburgo/SC), vendidas

comercialmente como Farinha de Amora®.

4.1.2 Processamento do material vegetal

Para a obtencado do extrato aquoso (EA) da farinha de amora negra, a cada 1
g de farinha de amora foram adicionados 100 mL de agua destilada. O conteudo foi
agitado (em agitador magnético) por 5 min e aquecido em banho-maria (50°C, 20
min), seguido de filtracdo sob vacuo com papel filtro (& 0,5 mm) e recuperacéo do
filtrado, i.e., EA, sendo este conservado a -80°C. Estes experimentos foram
realizados no Laboratério de Morfogénese e Bioquimica Vegetal (LMBV), no Centro
de Ciéncias Agrarias (CCA) da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).

4.1.3 Extragdo da pectina presente na farinha de amora

Para a extracdo das pectinas da farinha de amora, foi seguido o protocolo de
Gerber (2019), onde foram pesados 1 g de farinha de amora e adicionados em 20
mL de agua deionizada (50 mg/mL a 90°C). A extracao foi aquosa a quente por 2 h.
Esperou-se até atingir a temperatura a 60°C e foi adicionado na solucédo extrativa
oxalato de amoénio (0,1 g e aguardado 2 h) - 0.5%/2h, a 60°C e passada 1 h da
inclusdo do oxalato, foi adicionado a solucéo extrativa, NaEDTA (0,2 g por mais 1 h)
- 1%/1h, a 60°C. Isso resultou na amostra de extrato bruto (extrato A). Estes
experimentos foram realizados no Laboratério de Morfogénese e Bioquimica Vegetal
(LMBV), no Centro de Ciéncias Agrarias (CCA) da Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC).

4.1.4 Desesterificagdo da pectina bruta da farinha de amora
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Para a desesterificacdo da pectina, foi seguido o protocolo de Gongalves
Ribeiro (2021), que utilizou-se hidréxido de sédio (NaOH) 0,5M. A pectina do extrato
bruto (extrato A) foi solubilizada em agua destilada (50 mg/mL) por 30 minutos a
50°C em agitador magnético. Em temperatura ambiente, adicionou-se o agente
redutor borohidreto de sédio até a solucéo atingir pH 11 e, entdo, o NaOH 1M (em
agua destilada) foi adicionado, resultando na concentragéo final de NaOH de 0,5M.
A solucao foi agitada novamente por 30 minutos e adicionou-se acido acético até
atingir pH 6.

Apos isso, a solucao foi centrifugada (5000 rpm/25 min). O precipitado foi
coletado e submetido a didlise em &gua corrente a temperatura ambiente, por 24 h,
em membranas de exclusdo de tamanho de 12—-14 kDa (Spectra Por®), contra 10
volumes de agua. Isso resultou no extrato desesterificado (extrato B). A amostra
dialisada foi coletada e congelada em -80°C. Cada material foi liofilizado (por 2 dias)
e os rendimentos foram determinados e expressos em porcentagem (%) com base
no peso da farinha seca de amora. Estes experimentos foram realizados no
Laboratério de Morfogénese e Bioquimica Vegetal (LMBV), no Centro de Ciéncias
Agrérias (CCA) da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).

4.1.5 Andlise por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) dos extratos bruto (extrato
A) e desesterificado (extrato B) da farinha de amora
A andlise estrutural foi realizada em um equipamento Bruker Fourier 300, no
gual as amostras foram solubilizadas em agua deuterada, adquiridos espectros de
1H e 13C bem como seus mapas de correlacédo bidimensionais, nas frequéncias de
300 MHz e 75 MHz, respectivamente. Este experimento foi realizado no Laboratério
RMN, no Centro de Ciéncias da Saude (CCS) da Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC).

4.2 CULTURA DE CELULAS

A linhagem celular de melanoma de camundongo (B16F10) e de fibroblastos
murinos (3T3) foram mantidas em meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM), suplementada com soro fetal bovino (SFB) (10%), contendo

streptomicina/penicilina (10 mL/L) e bicarbonato de sddio (3,7 g/L). As células foram
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cultivadas em placas de cultura e armazenadas em estufa incubadora (ultrafase
HF212 UV) a 37°C e 5% de CO2. O meio de cultura foi substituido a cada 3 dias. Os
ensaios de cultura celular foram realizados no Laboratério de Morfogénese e
Bioguimica Vegetal (LMBV), no Centro de Ciéncias Agrarias (CCA) da Universidade
Federal de Santa Catarina (UFSC).

4.2.1 Avaliacdo da citotoxicidade através da viabilidade celular

As células das linhagens B16F10 e 3T3 foram inoculadas em placas de cultura
de 96 cavidades na densidade de 1 x 10* células/cavidade e mantidas por 24 h em
estufa incubadora (37°C e 5% de CO2) para garantir a adeséo celular. Apos, o meio
de cultura foi substituido por meio novo contendo os tratamentos com o extrato bruto
(extrato A) e desesterificado (extrato B) nas concentracdes (3,9 a 1000 pg/mL) por
24 h. Apés os periodos de tratamento, 10 pL de brometo de 3-4,5-dimetiltiazol-2-il-
2,5-difeniltetrazolio (MTT) foram acrescentados a cada cavidade (5mg/mL). Trés
horas apds, o MTT foi removido e substituido por 100 pL de dimetilsulféxido (DMSO).
As placas foram mantidas sob agitacdo por 30 min, em temperatura ambiente,
protegidas da luz. A leitura espectrofotométrica dos resultados foi realizada em um
leitor de microplaca, a 540 nm. Os valores expressos em percentual de células

viaveis foram obtidos de acordo com a seguinte férmula:

Viabilidade celular (%)= Abs da amostra x 100 / Abs controle negativo

4.3 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram realizadas por analise de variancia (ANOVA)
complementada por teste de comparacdo multipla de Dunnet ou de Tukey, quando
necessario. Valores de P menores que 0,05 serdo considerados estatisticamente
significativos. Os dados serdo analisados com o suporte do software GraphPad Prism
® 6 (GraphPad, EUA) e os resultados expressos como média + desvio padrao de trés

experimentos independentes.
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5RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ANALISE POR RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN) DO
EXTRATO A E EXTRATO B DA FARINHA DE AMORA

As pectinas citricas sdo reconhecidas como uma molécula altamente complexa
de cadeias lineares de acido galacturénico. Diversas unidades estruturais podem estar
substituidas por metanol, &cido acético e &cidos fendlicos. Os agucares podem existir
nas formas furanosidicas ou piranosidicas e com diferentes anémeros (a ou ), com
diversos tipos de ligagdes entre os monémeros, tais como a(1—4), a(1—5), B(1—3) e
B(1—4) e B(1—6). Essas variacdes na composicao, especificamente no grau de
metoxilacao e esterificacdo, podem afetar as propriedades fisicas e funcionais das
pectinas

Apos analise dos espectros de RMN (H e 13C) da pectina bruta (extrato A), ndo
foi observado o sinal caracteristico do grupamento metil éster (3,58 e 57,8 ppm
respectivamente), este sim foi observado intensamente na amostra de extrato B, da
qual foi submetida a reacao de desesterificacao utilizando borohidreto de sodio.

Conforme observado nos resultados obtidos, é possivel concluir que, nas
pectinas brutas do extrato A de farinha de amora, nédo foi possivel identificar sinais de
carbono éster ou de acido carboxilico (170-180 ppm), assim como, também nao ha
sinal de hidrogénio de éster etilico (2,2 ppm) ou metilico (3,5- 3,7 ppm), caracteristicos
das pectinas (representados nos espectros das figuras 1 a 4). Isso pode acontecer
durante o processo de extracdo das amoras, pois, podem ocorrer variacbes nas
caracteristicas quimicas, como foi o caso. A amostra da farinha do presente estudo
foi adquirida através de um fornecedor, do qual ndo temos acesso ao processo
extrativo utilizado por ser um segredo industrial. Dessa forma, é possivel que nao
tenham sido extraidos os compostos acidos de interesse, conforme observadas nas
figuras (1 a 4), caracterizando a amostra bruta como um polimero de agucar ndo acido.

Em relagdo a amostra do extrato B de farinha de amora, como foi realizado o
processo de desesterificacdo com a presenca de borohidreto de soédio, houve um
processo de reducédo e, consequentemente, purificagcdo da amostra, onde o NaBH4
doa um ion hidreto (H-) ao carbono do grupo carbonilico, formando um possivel
intermediario tetraédrico (GONCALVES RIBEIRO, 2021).
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Desta forma, aparentemente ndo ocorreu a desesterificacdo completa
conforme previsto, ndo sendo possivel calcular a % da desesterificacdo deste
polissacarideo, ndo se pode afirmar que o processo de desesterificacdo tenha sido
eficiente, podendo ser evidenciado uma possivel esterificacdo acidental com o acido
acético adicionado. Por se tratar de polissacarideos de extrema complexidade e
estrutura, sdo necessarios mais estudos sobre a caracterizacéo para as amostras em
questéao.

Na literatura, ndo foi possivel encontrar outros trabalhos que abordam sobre os
processos de desesterificacdo de pectinas, principalmente em amora, somente um
estudo de Goncalves Ribeiro (2021), que analisa o processo de desesterificacao
quimica da pectina do maracuja, onde verificaram reducao da proliferacdo de células
de melanoma (B16F10) nas concentracdes de 100 e 1000 pg/mL, caracterizada como
uma homogalacturonana com baixo grau de metil esterificacdo. A autora observou
gue o grau de metil-desesterificacdo (DE) deste polissacarideo era de apenas 5,8%,
contrastando com o DE de 95% da pectina extraida da casca do maracuja,
comprovando a eficiéncia do processo de desesterificagdo. No presente estudo, este
fato ndo pode ser observado por conta de ndo ocorrer a desesterificacdo dos
polissacarideos (observado nas figuras 1 a 4), sendo que foi realizada a mesma
reacao com borohidreto de sddio. Abaixo tem-se um resumo dos sinais diagnosticos
esperados em RMN de 3C normalmente descritos em literatura para pectinas, e que
nao estao presentes na farinha analisada neste trabalho (Figura 2):

- Acido Galacturdnico (Componente Principal da Pectina): Normalmente
apresenta um sinal caracteristico em torno de 176-178 ppm.

- Galactose e Arabinose: Os deslocamentos quimicos para estes acgucares
podem variar dependendo da configuracdo e da posi¢cao no acucar, mas em geral, 0s
carbonos anoméricos sdo encontrados na faixa de 100-105 ppm.

J4 com relacdo ao extrato B, foi possivel encontrar sinais de carbono e
hidrogénio (172 e 57,8 correlacionando com 3,57 ppm) conforme imagem 03, que
evidenciam a formacéao de éster metilico, dos quais ndo sédo observados na imagem
04, do extrato A.
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Figura 01: Comparativo entre os espectros de *H RMN (D20, 300 MHz) expandidos (regido de 3 -6 ppm) do extrato A (azul) e extrato

B (vermelho) da farinha de amora.
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Figura 02: Espectro de 3C RMN (D20, 75 MHz) do extrato A da farinha de amora.
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Figura 03: Mapa de correlacdo HSQC ampliado do extrato B da farinha de amora, evidenciando a formacéo de éster metilico.
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Figura 04: Mapa de correlacdo HMBC ampliado do extrato A da farinha de amora, evidenciando os carbonos anoméricos e a auséncia

de correlacdes caracteristicas de residuos acidos.
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5.2 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE ATRAVES DA VIABILIDADE CELULAR

5.2.1 Linhagem celular de melanoma (B16F10)

Para realizar a avaliacdo da citotoxicidade, foi utilizado a viabilidade celular
onde a linhagem de células B16F10 foram expostas a concentracfes de 3,9 — 1000
pug/mL do extrato A e extrato B, por um periodo de incubacao de 24 horas (Figura 05).
Os resultados indicaram a auséncia de baixos percentuais de viabilidade celular entre
0s tratamentos. Pode-se observar que, o extrato B apresentou maiores percentuais
de viabilidade em relagcéo ao extrato A. A concentracdo de 15,6 pg/mL do extrato B foi
a mais evidente entre os tratamentos (108,06%, p<0,05). J4 o tratamento de 62,5
pHg/mL do extrato A foi o que apresentou menor percentual (78,19%) de viabilidade

celular.

Figura 05: Efeito do extrato A e extrato B da farinha de amora, nas concentracdes de
(3,9 — 1000 pg/mL) sobre a viabilidade celular da linhagem de melanoma (B16F10),
apos 24 horas de tratamento, consoante ao método colorimétrico MTT. Os resultados
estdo expressos como valores médios * desvio padrdo de trés experimentos
independentes.
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Fonte: Elaboracgéo propria.

Por se tratar de um polimero de aglcar ndo acido, evidenciado pelas analises
de RMN do presente estudo, o extrato A evidenciou menor percentual de viabilidade
celular. Por isso, que as pectinas sdo moléculas altamente complexas e € um grande
desafio acomodar toda informacéo disponivel em um anico modelo estrutural (Gazzi
et al., 2020).
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A fim de realizar uma analise comparativa entre o extrato A e extrato B da
farinha de amora, sobre a viabilidade celular em células de melanoma B16F10, foi
possivel observar na Figura 06 que o extrato A foi 0 que apresentou menor percentual
(84,60%) de viabilidade celular em relagéo ao controle e o extrato B (100% e 101,86%,

respectivamente).

Figura 06: Efeito do extrato A e extrato B da farinha da amora, sobre a viabilidade
celular da linhagem de melanoma (B16F10), apGs 24 horas de tratamento, consoante
ao método colorimétrico MTT. Os resultados estdo expressos como valores médios +
desvio padréo de trés experimentos independentes.

150 -
= Hl Controle
a
EE 4 = Extrato bruto
= a .
gé 100+ - - B3 Exirato desesterificado
Se
S 50
= 2
33
=
D-
g o o
&< & .c:bb
& o &
< ¢
4:}"} d.-.'z"g
b@l
[»]
2
&

Fonte: Elaboragéo propria.

5.3.2 Linhagem celular de fibroblastos (3T3)

Para realizar a avaliacdo da citotoxicidade, foi utilizado a viabilidade celular
onde a linhagem de células de fibroblastos (3T3), foram expostas a concentracdes de
3,9 — 1000 pg/mL do extrato A e extrato B da farinha de amostra, por um periodo de
incubacdo de 24 horas (Figura 07). Nota-se que o extrato B nas células 3T3
apresentaram maiores percentuais de viabilidade celular que o extrato A da farinha de
amora. A concentracdo de 250 pug/mL do extrato B foi 0 que apresentou a maior
viabilidade celular (111,82%) e a maior concentragao 1000 pg/mL do extrato A, foi a

gue apresentou o menor percentual (31,53%) de viabilidade celular.

Figura 07: Efeito do extrato A e extrato B da farinha da amora, nas concentragdes de
(3,9 — 1000 pg/mL) sobre a viabilidade celular da linhagem de fibroblastos (3T3), ap6s
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24 horas de tratamento, consoante ao método colorimétrico MTT. Os resultados estao
expressos como valores médios * desvio padrdo de trés experimentos independentes.

150
? HEl Controle
&~
- B b a _ E=3 Extrato bruto
m . he m ke 1If nd gg p oi rle
EE 100= - - - Extralo desestenficado
@
o F
@
T =
‘E ™
= 50+
==
58
=

G_
390 7,80 186 3.2 625 125 250 500 1000
Concentragées (pg.mL ")

Fonte: Elaboragéo propria.

Nota-se mais uma vez que as pectinas que passaram pelo processo de
desesterificacao (extrato B) apresentaram maiores percentuais de viabilidade celular.
O extrato de farinha de amora, com a presenca de borohidreto de sédio, promove uma
reducado e, consequentemente, a purificacdo da amostra. Devido a isso, este extrato
tenha sido mais eficiente para a viabilidade celular das células de fibroblastos. Costa
Amaral (2018), avaliou fracBes pécticas de polpa de gabiroba associadas ao efeito
citotéxico em células de glioblastoma humano (U251-MG) e em células ndo tumorais
(NIH 3T3) e verificou que ambas as fracdes obtidas da polpa da gabiroba induziram
citotoxicidade em células U251-MG (19,55-37,65% de inibicdo da viabilidade celular)
quando avaliadas pelos métodos de MTT, apds 48h de tratamento nas concentracfes
de 10-400 pg mL-1. Em contraste, tanto GW quanto GWP-FP-S ndo foram citotoxicas
para células NIH 3T3 nas condicfes testadas. A caracterizacao estrutural das frac6es
pécticas de polpa de gabiroba associadas ao efeito citotbxico em células de
glioblastoma humano contribuem para valorizacdo da espécie bem como sua
preservacgao.

A fim de analisar entre o extrato A e extrato B da farinha de amora, sobre a
viabilidade celular em células de fibroblastos 3T3, foi possivel observar na Figura 08,
gue o extrato A foi o que apresentou menor percentual (72,11%) de viabilidade celular
em relacdo ao controle e o extrato B (100% e 100,53%, respectivamente).

Figura 08: Efeito do extrato A e extrato B da farinha da amora, sobre a viabilidade
celular da linhagem de fibroblastos (3T3), apds 24 horas de tratamento, consoante ao
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meétodo colorimétrico MTT. Os resultados estdo expressos como valores médios *
desvio padréo de trés experimentos independentes.
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Fonte: Elaboragéo propria.

As modificagBes quimicas nas pectinas sdo efetuadas principalmente através
do tratamento com diferentes pHs, envolvendo um tratamento alcalino (que provoca
reacoes de R-eliminacéo, despolimerizando a cadeia e desesterificando as regifes de
HG), seguido de tratamento &cido (que remove preferencialmente monossacarideos
neutros, na ordem, primeiro arabinose, seguido por galactose e ramnose, levando a
despolimerizacao das regides ramificadas da pectina) (LECLERE, 2013; MORRIS et
al., 2013; ZHANG; XU; ZHANG, 2015).

Para estudar os efeitos benéficos de plantas medicinais, torna-se
imprescindivel na avaliacao dos possiveis efeitos toxicos em modelos celulares, a fim
de determinar as doses ideais ndo toxicas para estudos in vitro e in vivo (MOCELIN
et al., 2021). A linhagem celular de fibroblastos 3T3 é muito bem caracterizada e
utilizada como um modelo in vitro de resposta biolégica da pele. Esta linhagem tem
algumas das funcdes celulares semelhantes aos fibroblastos da derme humana, que
representam um importante papel na manutencdo dessa camada da pele
(BAPTISTELLA, 2020). Por isso, é importante investigar os efeitos citotoxicos, e seu

potencial biolégico.
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CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos do presente estudo, pode-se dizer que:

Os espectros de RMN (*H e 13C) do extrato A da farinha de amora, nao foi
observado o sinal caracteristico do grupamento metil éster (3,58 e 57,8 ppm
respectivamente), e este foi observado no extrato B, da qual passou pelo
processo de desesterificacao.

Em relacdo a amostra B do extrato de farinha de amora, como foi realizado
0 processo de desesterificacdo com a presenca de borohidreto de sodio,
houve um processo de reducdo e, consequentemente, purificacdo da
amostra.

Os resultados indicaram que as células de melanoma murino B16F10 se
mantiveram viaveis entre os tratamentos analisados (extrato A e extrato B).
Em relacdo as células 3T3, o extrato A apresentou menor viabilidade,
indicando apresentar mais compostos além dos polissacarideos.

Serdo necessarios mais estudos sobre a caracterizacao e desesterificacao

de pectinas em amostras de amora.
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