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RESUMO

CARACTERIZAGAO QUIMICA COMPARATIVA E ATIVIDADES BIOLOGICAS
DOS POLISSACARIDEOS OBTIDOS DAS PARTES AEREAS E DE CULTURA
DE CALOS DE Cereus peruvianus Mill. (CACTACEAE)

O cacto conhecido como “Mandacaru”, Cereus peruvianus Mill. (Cactaceae), possui muitas aplicagdes com fins
econdmicos. Além da planta, a cultura de calos pode também ser uma fonte alternativa de polissacarideos.
Contudo, existe uma caréncia de informagdes quanto a caracterizacdo quimica e aplicagdo biologica de
polissacarideos de C. peruvianus. Ap6s obtencdo dos polissacarideos com agua destilada seguido da
precipitagdo com etanol, obteve-se o polissacarideo bruto da planta (PP) e o polissacarideo bruto do calos (PC).
Em seguida, os polissacarideos foram submetidos ao processo de purificagédo e caracterizagdo parcial, obtendo
o polissacarideo purificado da planta (PP2) e o polissacarideo purificado do calos (PC2). O teor de carboidratos
totais no PP2 e no PC2 foi determinado como sendo de 24,97% e 30,41%, respectivamente, e 0 teor de
proteinas no PP2 foi de 0,10% e no PC2 de 0,12%. O polissacarideo das partes aéreas & composto por
arabinose, galactose, rhamnose e acido urénico na propor¢éo de 66:15:6:13 e o do calo por arabinose, galactose
e ramnose na proporgdo de 95:3:2. Alguns testes de atividade biolégica foram realizados entre elas a atividade
antiinflamatoria, antidlcera e antiviral. A andlise antiviral contra HSV-1 pelo método colorimétrico da
sulforrodamida B mostrou que ambos os polissacarideos apresentaram baixa citotoxicidade (CCso acima de 500
Mg/ ml para as amostras PP e PC; de 440.00 + 59.22 pg/ ml para PC2 e 483.33 £ 56.25 ug/ ml para PP2) e
apresentou atividade antiviral ECso proximo de 16 ug/ ml para ambas as amostras (PP e PC). Contudo essa
atividade néo foi encontrada nas amostras purificadas (PP2 e PC2). No ensaio de atividade antiinflamatéria,
realizado pelo método de inibicdo de edema de orelha induzido por TPA, houve uma redugao do edema de 29 +
5,0% para o PP (100 mg/ Kg) e de 51 + 8,0% para o PC (100 mg/ Kg). J& no ensaio de edema de pata induzido
por 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) apenas o polissacarideo obtido dos calos apresentou
capacidade de inibir o edema (37 + 9%). No teste da atividade antilicera apenas o polissacarideo obtido das
partes aéreas (PP) foi testado e apresentou uma atividade significativa com um EDsq de 49.0 mg.kg-'. Observou-
se que os polissacarideos obtidos da plantas e da cultura de calos apresentam variagbes em suas estruturas
relacionadas ao teor e composi¢do dos agucares monoméricos 0 que explica as diferengas em suas
caracteristicas quimicas, fisicas e farmacoldgicas. A inibigéo das lesbes gastricas e a atividade antiinflamatoria
do PP permitem sugerir o uso deste polissacarideo purificado ou do extrato bruto hidro-alcoélica das hastes de

C. peruvianus na forma de um aditivo alimentar.



ABSTRACT

COMPARATIVE CHEMICAL CHARACTERIZATION AND BIOLOGICAL
ACTIVITIES OF POLYSACCHARIDES OBTAINED FROM AERIALS PARTS OF
Cereus peruvianus Mill. (CACTACEAE)

The cactus known as "Mandacaru", Cereus peruvianus Mill. (Cactaceae), has many applications for economic
purposes. Besides the plant, callus culture may also be an alternative source of polysaccharides. However, there
is a lack of information regarding the chemical and biological application of polysaccharides from C. peruvianus.
After obtaining the polysaccharides with distilled water followed by precipitation with ethanol, we obtained the raw
plant polysaccharide (PP) and the polysaccharide gross callus (PC). Then the polysaccharides were subjected to
the purification and partial characterization, obtaining the polysaccharide purified plant (PP2) and the
polysaccharide purified from callus (PC2). The total carbohydrate in PP2 and PC2 was determined as being
24.97% and 30.41%, respectively, and the protein content of PP2 was 0.10% and 0.12% in PC2. The
polysaccharide from aerial parts is composed of arabinose, galactose, rhamnose and uronic acid in the proportion
of the callus and 66:15:6:13 by arabinose, galactose and rhamnose at a ratio of 95:3:2. Some biological activity
tests were carried out between them anti-inflammatory, antiulcer and antiviral. Analysis antiviral against HSV-1 by
sulphorodamine B colorimetric method showed that both polysaccharides showed low cytotoxicity (CC50 above
500 mg / ml for samples PP and PC; of 440.00 + 59.22 mg / ml for PC2 and 483.33 + 56.25 g / ml for PP2) and
exhibited antiviral activity EC 50 around 16 g / ml for both samples (PP and PC). However this activity was not
found in purified samples (PP2 and PC2). In the trial of anti-inflammatory activity, performed by the method of
inhibition of ear edema induced by 12-O-Tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA), a reduction in the edema of
29 £ 5.0% for PP (100 mg / kg) and 51 £ 8.0% for PC (100 mg / kg). In the test of paw edema induced by TPA
only the polysaccharide obtained from the callus showed ability to inhibit the edema (37 £ 9%). In the activity test
antiulcer only the polysaccharide obtained from aerial parts (PP) was tested and showed significant activity with
an ED50 of 49.0 mg.kg-1. It was observed that the polysaccharides obtained from plants and callus culture vary
in their structures related to the content and composition of monomer sugars which explains the differences in
their chemical, physical and pharmacological. Inhibition of gastric lesions and anti-inflammatory activity of PP may
suggest the use of this polysaccharide purified or crude hydro-alcoholic extract of the stems of C. peruvianus in

the form of a food additive.
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1 INTRODUGCAO

No Brasil 0 uso de plantas medicinais € muito difundido entre a populagéo. O conhecimento
popular em relagdo as propriedades medicinais de muitas ervas e plantas somada a enorme
biodiversidade existente poderia induzir ao desenvolvimento de novos medicamentos. No entanto,
pouco desta biodiversidade foi totalmente estudada, visto que existem inumeras espécies vegetais,
animais e microrganismos que requerem investigagdo (DAVET, 2005; GUERRA e NODARI, 2001;

NIERO, et al., 2003).

As plantas constituem a mais rica fonte natural de biomoléculas utilizadas pelo homem. Elas
tem hoje, um papel muito importante nas areas de fitoquimica e farmacognosia, ndo apenas pela
utilizacéo direta de seus constituintes como agentes terapéuticos, mas como precursores na sintese de
novas drogas e de compostos farmacologicamente ativos. Além disso, o desenvolvimento tecnoldgico
possibilitou melhorar o isolamento e a caracterizagdo dos componentes ativos e com isso aumentar a
qualidade dos produtos de origem vegetal (BRISKIN, 2000; CECHINEL FILHO e YUNES, 2001;

CUNHA, 2009; HALBERSTEIN, 2005).

Nas Ultimas décadas, a necessidade de desenvolvimento de novos medicamentos tem
provocado o aumento do uso de produtos medicinais a base de plantas em muitos paises. Com isso,
diversas industrias farmacéuticas tém investido na area de produtos naturais, pois podem encontrar na
natureza uma fonte inesgotavel de novas estruturas quimicas a serem descobertas, visando
desenvolver novos medicamentos que serdo possiveis alternativas terapéuticas para o tratamento de
doengas que ainda ndo apresentam cura ou tratamento adequado (GUERRA e NODARI, 2001;

CECHINEL FILHO e YUNES, 2001).

Uma das alternativas ao extrativismo utilizado para se obter produtos naturais de plantas € o
cultivo de tecidos (calos). Em geral, os calos organogénicos, com tecidos mais diferenciados, produzem
uma maior quantidade de metabdlitos secundarios devido a maior diferenciagdo dos tecidos de

interesse (OKSMAN-CALDENTEY e INZE, 2004; RAO e RAVISHANKAR, 2002).
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Esta cultura é realizada por meio da retirada de um pedago estéril de tecido de uma planta,
cultivando-a in vitro, em um meio de cultura adequado, contendo fitoreguladores de crescimento. Estas
condigdes podem estimular as células a se dividirem por mitoses sucessivas formando uma massa de
células ndo diferenciadas, conhecida como calo. Além da formag&o de calos, as condigdes de cultura
podem estimular o desenvolvimento de dérgéos particulares e até de uma planta completa. Com base
nisso, muitas pesquisas com plantas medicinais tém como propdsito comparar a producdo de
substancias bioativas em cultivos apresentando diferentes niveis de diferenciacédo (FLORES, 2006;

FLORIANO, 2004; RAO e RAVISHANKAR, 2002).

Além disso, usando-se essa estratégia biotecnoldgica pode-se estimular a biossintese de
compostos primarios e secundarios e que depende de diversos fatores, dentre os quais destacam-se o
gendtipo da planta, os explantes utilizados e as combinagdes dos fitoreguladores adicionados ao meio

nutritivo (DINAN, 2001; TOMAS, et al., 1992).

Os polissacarideos, uma classe primaria de biomoléculas foram, inicialmente, considerados
importantes para 0 homem somente do ponto de vista nutricional. No entanto, muito se tem investigado
sobre as diferentes estruturas destas moléculas e suas potenciais aplicagdes bioldgicas (COS, et al.,

2006; PINTO, et al., 2002).

Polissacarideos de diferentes fontes naturais tém apresentado diversos efeitos biologicos, tais
como: antiviral, leishmanicida, antitumoral, antioxidante, anticoagulante, antitussigeno, regulador

intestinal e antitrombotico (CIPRIANI, et al., 2006; CUNHA, PAULA e FEITOSA, 2009).

Uma otima fonte de polissacarideos sdo as cactaceas, as quais sdo compostas por cerca de
110 géneros e de 1.306 espécies, dividida em trés subfamilias: Opuntioideae, Pereskioideae e
Cactoideae. Elas ocupam regibes aridas e apresentam profundas modificagdes anatomicas,
associadas com a adaptagdo ao meio seco, podendo ocupar também zonas subtropicais e tropicais

umidas onde vivem como epifitas. Suas adaptacdes facilitam o acimulo de &gua e, com o que
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armazenam, sobrevivem aos periodos secos (BARTHLOTT e HUNT, 1993; NYFFELER, 2002; ROCHA

e AGRA, 2002; SAYED, ABOU-DAHAB e YOUSSEF, 2005).

O cacto Cereus peruvianus Mill., Cactaceae, possui muitas aplicagbes com fins econdmicos
(ALVAREZ et al, 1992, 1995; NOZAKI, MESSERSCHMIDT e RODRIGUES, 1993; OLIVEIRA e
MACHADO, 2003), e recentemente vem sendo domesticada e cultivada na regido de Israel (MIZRAHI e

NERD, 1999).

Como visto, os polissacarideos sdo importantes biopolimeros podendo ter diferentes
aplicagdes. Informagdes sobre isolamento, estrutura quimica, propriedades fisico-quimicas e atividades

bioldgicas sdo essenciais para futuras aplicagdes dessas macromoléculas.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1. Cereus peruvianus

O género Cereus é um dos mais antigos entre os cactos, sendo descrito por Philip Miller em
1754. Aparentemente, 0 nome tem sua origem em relatos de um livro publicado em 1625. O nome
Cereus tem origem grega, e significa “tocha” e refere-se a forma de candelabro dos seus ramos,
conforme observado pelos primeiros exploradores do continente americano. Cereus também refere-se
a “cera” no latim, podendo estar relacionado com o tipo de cuticula que recobre os ramos deste cacto
(ANDERSON, 2000; BRITTON e ROSE, 1919; CHIDAMIAN, 1984; HUGHES, RAMOS e MOYNA,

1980; SILVA, 1983).

A morfologia dos caules nas cactaceas pode ser considerada uma caracteristica marcante,
sendo usada ha mais de 4 décadas para discriminar géneros e espécies de cactos (ALTESOR e
EZCURRA, 2003). No género Cereus, por exemplo, podem ser encontradas 34 espécies diferentes séo
descritas como constituidas por caule do tipo colunar com numero e disposicdo de costelas
longitudinais variaveis, onde estédo inseridos os botdes axilares contendo espinhos (folhas modificadas)
conhecidos como aréolas. A presenga de aréolas € uma caracteristica da familia Cactaceae e a
organizagdo destas estruturas nos caules parece estar fortemente ligada a distribuicdo dos feixes
vasculares (ANDERSON, 2000; BRITTON e ROSE, 1919; CHIDAMIAN, 1984; GLIMN-LACY e

KAUFMAN, 2006; INGROUILLE e EDDIE, 2006; ROCHFORD, 1976).

As espécies mais conhecidas sdo Cereus peruvianus (Figura 1) e Cereus jamacaru, ambos
cultivados no nordeste brasileiro. Eles sao cactos popularmente conhecidos como “mandacarus’, nome
tupi que significa “feixe ou molho pungente, cheio de espinhos” (GLIMN-LACY e KAUFMAN, 2006;
NERD, TEL-ZUR e MIZRAHI, 2002; RESENDE, 2006; SILVA, 1983, OLIVEIRA, et al., 1995). Segundo
Oliveira, e colaboradores (1995), C. peruvianus distribui-se no Nordeste do Brasil, geralmente nos
estados da Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe e Bahia. Apesar de sua origem néo ser bem

esclarecida, o C. peruvianus € uma espécie natural da América Central e do Sul, sendo denominada
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em muitos lugares como tocha peruana, possuindo flores, frutos e caule comestiveis. E um cacto
ornamental, que pode ser encontrado em jardins de paises tropicais e subtropicais (OLIVEIRA et al.,
2001; SAYED, ABOU-DAHAB e YOUSSEF, 2005; MACHADO, COLLET e MANGOLIN, 1999; MIZRAHI

e NERD, 1999).

O C. peruvianus Miller é espécie de porte arboreo, atingindo, em média, 4 a 5 m de altura,
embora plantas com até 7 m possam ser encontradas. O Caule é colunar, com ramificagces
candelabriformes. Ao longo do seu comprimento, os ramos s&o divididos por constri¢des, que formam
segmentos distintos chamados articulos, cujos comprimentos variam de 50 a 60 cm. Em C. peruvianus,
espinhos e flores originam-se da mesma aréola. Nos ramos das plantas jovens (individuos com até 2 m
de altura), a maioria das aréolas contém espinhos, geralmente em numero de seis, medindo de 1 a 3
cm de comprimento, de cor amarelada e relativamente flexiveis. Nas plantas adultas, os ramos mais
préximos do solo possuem aréolas com espinhos escuros e rigidos; nos ramos apicais ha normalmente
uma redugdo no numero e comprimento dos espinhos nas aréolas. A colora¢do geral da planta é

glauca (verde-azulado-acinzentado), devido a presenca de cera na cuticula (SILVA, 1983).

Figura 1. C. peruvianus cultivado no horto da UEM.
FONTE: Tanaka, 2008

Mizrahi e Nerd (1999) mostram ainda que C. peruvianus possui uma produgdo das hastes

precoce de 3-5 anos através das sementes e de 2-3 anos através de cortes. As flores sdo noturnas,
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solitarias, sésseis, actinomorfas e hemafroditas. A polinizacdo é feita por abelhas. Baixas temperaturas
resultam um grande prejuizo para a planta, e nao foi encontrado prejuizos em temperaturas acima de

45 °C.

Os frutos s&o bagas carnosas, oblongas, glabras, indeiscentes, medindo cerca de 90 mm de
comprimento e 60 mm de didmetro. A parede do fruto possui, aproximadamente, 6 mm de espessura.
As cores dos frutos sdo variadas, podendo encontrar-se desde frutos com coloragdo homogénea
(amarelo ou laranja), até os que possuem uma combinagdo de duas ou trés cores (verde e amarelo;
verde e laranja; verde, amarelo e laranja; verde, laranja e vermelho-coral). A polpa que origina-se do
desenvolvimento da placenta, é consistente, branca, adocicada e contém numerosas sementes pretas
(cerca de 2000), reniformes, medindo 3 mm de comprimento e 2 mm de largura. Esse fruto foi vendido

pela primeira vez na Europa em 1997 com o nome de Koubo (NINIO et al., 2003; SILVA, 1983).

No Brasil, C. peruvianus, apesar de seu baixo teor de proteina e vitaminas, é utilizado como
alimento humano e para o gado (bovino, caprino e ovino) em periodos de seca. Isto gracas a
mecanismos que favorecem a absor¢éo e a retencédo de agua. O desenvolvimento dessas estruturas
especializadas, tornam as cactaceas fontes produtoras de ceras utilizadas como impermeabilizantes de
tintas e de vernizes (OLIVEIRA et al., 2001; SAYED, ABOU-DAHAB e YOUSSEF, 2005; MACHADO,

COLLET e MANGOLIN, 1999; MIZRAHI e NERD, 1999).

No trabalho realizado por Mizrahi e Nerd (1999), o C. peruvianus foi domesticado na regido de
Israel e se mostrou uma promissora espécie produtora de frutos comercializaveis para a Europa,
melhorando assim, o mercado exportador de Israel. Os trabalhos de Ninio e colaboradores (2003) e
Oliveira e colaboradores (1992) verificam a qualidade de estocagem e as propriedades fisicas e fisico-

quimicas desses frutos.

Os estudos mais aprofundados sobre o comportamento de C. peruvianus e de suas
propriedades (ALVAREZ et al., 1992), verificaram que as plantas desta espécie produzem alcal6ides

(OLIVEIRA e MACHADO, 2003), ésteres de cera com potencial de aplicagdo como barreira
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impermeavel (DEMBITSKY e REZENKA, 1996; REZENKA e DEMBITSKY, 1998), e uma goma viscosa
com diversas aplicagdes industriais como: floculagéo de impurezas (NOZAKI, MESSERSCHMIDT e
RODRIGUES, 1993), tratamento de efluentes (BARROS e NOZAKI, 2002) e produgéo de polieletrélitos

(OLIVEIRA et al., 2001),

Alguns trabalhos de analise bioquimica demonstraram a presencga de determinadas enzimas
(alcool desidrogenases, malato desidrogenases, esterases, isoperoxidase, isocitrato desidrogenase e
fosfatase acida (OLIVEIRA et al, 1995; MANGOLIN e MACHADO, 1997; MANGOLIN, PRIOLI e
MACHADO, 1994a, b) em cultura de tecidos de C. peruvianus, abrindo a possibilidade da utilizagéo

dessas culturas como um catalisador bioldgico.

Lima e colaboradores (2006) e Andrade, Marques e Zappi (2006) descreveram o uso de
extratos de C. peruvianus, juntamente com outras plantas, como um fitoterapico com uma significante
acao cicatrizante. Para o C. peruvianus é atribuido a assepsia das regides lesionadas, devido as agdes

detersivas que a planta possui.

Em funcédo do interesse em usar esta planta como fonte de produtos de interesse industrial e
econdmico, também foi desenvolvido um trabalho com técnicas de cultura de tecidos para a producédo
de plantas desta espécie. Dentre as varias técnicas de cultura in vitro, a cultura de tecidos de calos foi
considerada como ideal, pois de um pequeno pedaco de tecido de calo pode ser multiplicada e
produzido uma grande quantidade de células, que podem ser induzidas a regenerar um numero

também desejavel de plantas (OLIVEIRA et al., 1995; SAYED, ABOU-DAHAB e YOUSSEF, 2005).

Como se pode notar, C. peruvianus possui produtos de interesse industrial e econdmico.
Contudo, s@o necessarios estudos a respeito de suas outras possiveis aplicagdes, como atividade

bioldgica e, também, estudos sobre outros de seus componentes, como os polissacarideos.
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2.2 Cultura de tecidos vegetais

Esta técnica de cultura consiste no cultivo de células ou tecidos vegetais sob condi¢bes
quimicas e fisicas adequadas, sendo uma das areas de maior éxito da biotecnologia. A regeneracao de
plantas através da cultura de tecidos baseia-se no principio da totipoténcia, proposto pelo fisiologista
Haberlandt, que em 1902 enunciou que cada célula vegetal possuia o potencial genético para
regenerar uma planta inteira. Além disso, os vegetais sdo capazes de produzir um grande numero de
metabolitos in vitro (FLORES, 2006; MACHADO et al., 2004; MARTINS e NICOLOSO, 2004; OLIVEIRA

e MACHADO, 2003; RAO e RAVISHANKAR, 2002).

A selecdo e o desenvolvimento de um meio de cultura séo essenciais para qualquer trabalho
em cultura de tecidos de plantas. Dentre os componentes essenciais de meio de cultivo estdo a agua,
sais inorganicos, vitaminas, fonte de carbono e os fitoreguladores. Existem diversos meios de cultura
citados na literatura para a indugéo de calogénese e morfogénese, porém o meio de Murashige &
Skoog (MS) (1962) € o mais utilizado (FLORES, MALDANER e NICOLOSO, 2006; MARTINS e

NICOLOSO, 2004; NICOLOSO et al., 2001).

O cultivo in vitro de plantas € influenciado pelo meio nutritivo, tipos e condigdes fisioldgicas dos
explantes, gendtipos, condigdes de cultivo e pelos fitoreguladores. A escolha do explante é de
fundamental importancia devido as diferentes respostas dos tecidos frente as combinagdes hormonais
e condi¢des de cultivo in vitro. Em geral, durante o desenvolvimento de protocolos de regeneracéo e/ou
estabelecimento de calos, varios ensaios sdo conduzidos inicialmente no sentido de determinar a
melhor fonte de explante e combinagdes hormonais (KHAWAR et al., 2004; TIWARI, TIWARI e SINGH,

2001; VENKATAIAH, CHRISTOPHER e SUBHASH, 2003).

Em alguns casos, é possivel obter respostas in vitro sem o uso de fitoreguladores. No entanto,
na maioria das vezes, quando se utiliza explantes formados por tecidos diferenciados, como segmentos

de folhas, raizes e entrenos, € necessario adicionar fitoreguladores no meio de cultura para que a
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morfogénese e/ou calogénese seja induzida. A concentracdo ideal dos fitoreguladores depende dos
padrdes de absorcao, translocacao e metabolismo na planta. Devido a isto, as concentragdes efetivas
de cada fitoregulador podem variar e necessitam ser ajustadas de acordo com o tipo de tecido ou

érgéo, do método de cultivo e do estadio da cultura (FLORES, 2006).

O desenvolvimento vegetal € regulado por varios tipos de horménios vegetais: auxinas,
citocininas, giberelinas, acido abscisico, etileno, poliaminas e brassinoesteroides. Entretanto, varias
outras moléculas sinalizadoras também tém sido identificadas em plantas, como &cido jasmonico, o
acido salicilico e a sistemina, as quais participam dos processos de resisténcia a patdgenos e de

defesa contra herbivoros (DAVIES, 1990; KENDE e ZEEVAART, 1997).

Para o cultivo in vitro, os hormdnios vegetais mais importantes s&o as auxinas e citocininas,
seguido pelo &cido giberélico e acido abscisico. As auxinas juntamente com as citocininas regulam o

crescimento e a morfogénese (DAVIES, 1990; FLORES, 2006; GEORGE e SHERRINGTON, 1984).

O uso de cultura de tecido e células de C. peruvianus para a biosintese de produtos naturais
em escala industrial, vem sendo descrito e tém sido proposto para se obter plantas cujas substéncias

apresentam caracteristicas comercializaveis (MACHADO et al., 2004; OLIVEIRA e MACHADO, 2003).

2.3 Calogénese

A organogénese refere-se a formagdo de estruturas monopolares como raizes, brotos e flores
a partir de explantes ou de calos cultivados in vitro. Em geral, explantes cultivados em meio contendo
uma alta relagdo auxina/citocinina séo induzidos a formar calos. O meio de cultura utilizado para a
inducéo de calos pode, ao mesmo tempo, induzir a regeneracdo de brotagdes e/ou raizes. Porém, em
muitos casos, os calos precisam ser transferidos para outro meio com diferentes combinagbes e/ou

concentragdes de fitoreguladores para que ocorra a regeneragao (FLORES, 2006).
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O calo é um aglomerado de células e tecidos formado pela intensa divisédo das células do
explante. Os calos podem ser diferentes em textura (lisa, irregula, nodular ou farinacea), consisténcia
(compacto, friavel, esponjoso e pulverulento) e coloragdo. Entre os fatores que interferem na

consisténcia dos calos, destacam-se 0 meio de cultivo, subcultivos e fitoreguladores (FLORES, 2006).

Recentemente, o cultivo de calos tem sido uma alternativa viavel para o estudo e a producao
de metabdlitos primarios e secundarios. Calos com diferentes taxas de crescimento e niveis de
diferenciagdo podem diferir na capacidade de sintetizar compostos bioativos (ARIKAT et al., 2004;
KRISHNAVENI e RAO, 2000; MACHADO et al., 2004; MACHADO et al., 2006; TANIGUCHI et al.,

2002; TOKER et al., 2003).

Segundo diversos autores (FLORES, 2006; OKSMAN-CALDENTEY e INZE, 2004; RAO e
RAVISHANKAR, 2002), a produgéo de metabolitos por plantas cultivadas in vitro apresenta inimeras

vantagens como:

a) a independéncia de fatores ambientais como clima, temperatura, luminosidade, solo,

espago, etc.;

b) o controle e a otimizagao das condigdes de crescimento in vitro;

c) a selecéo e a produgéo de gendtipos homogéneos em larga escala;

d) a possibilidade de produzir compostos normalmente nao encontrados na planta mae;

e) a maior facilidade para o estudo sobre o metabolismo dos compostos;

f) um maior controle na produgéo, na estabilidade e qualidade dos produtos, sendo os fatores

tempo, custos e pregos bem mais previsiveis quando comparado com os métodos tradicionais.
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Com isso, varias estratégias vém sendo empregadas com o intuito de maximizar os valores de
produtividade de compostos primarios e secundérios em cultura de tecidos vegetais. Estes fatores séo

conhecidos como manipulagéo epigenética (VERPOORTE e MARASCHIN, 2001).

2.4 Polissacarideos de vegetais

Diversos produtos como medicamentos, alimentos, 6leos, cosméticos, tém como fonte a
biodiversidade brasileira. A partir desta biodiversidade podem ser obtidas inumeras classes de
compostos, como os polissacarideos, os quais sdo polimeros naturais que compreendem umas das
mais amplas classes de moléculas orgénicas e que desempenham um papel fundamental em uma

variedade de fungdes bioldgicas (CUNHA, PAULA e FEITOSA, 2009; REID, 1997).

Os polissacarideos sdo formados pela condensagdo entre o grupo hemiacetal de um
mondmero contendo um grupo alcool e outro, com a conseguinte perda de agua, dando origem a uma
ligagéo glicosidica. Geralmente contém centenas de unidades monoméricas interligadas, as quais séo
freqlientemente chamadas de agucares ou carboidratos devido a sua formula molecular Cx(H20), que

representa um hidrato de carbono (VIANA FILHO, 2009).

As caracteristicas estruturais, que determinam suas propriedades funcionais, sdo os
mondmeros (constituintes e tipo de ligagdo glicosidica entre eles). Sendo classificados como
homopolissacarideos quando todos os monbémeros sdo idénticos, e como heteropolissacarideos

quando existem dois ou mais monémeros diferentes (VIANA FILHO, 2009).

Os polissacarideos ao contrario dos polimeros sintéticos sao abundantes e obtidos a partir de
fontes renovaveis como algas, plantas e microrganismos. Apresentam uma grande variedade de
composi¢des e propriedades que dificiimente podem ser mimetizadas em laboratorios quimicos. Além
disso, devido a sua facil obtengdo possuem menor custo e ainda sdo biodegradaveis (COVIELLO, et

al., 2007; NISHINARI e TAKAHASHI, 2003; RENAUD, BELGACEM e RINAUDO, 2000).
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Nas plantas € possivel encontrar os polissacarideos sob diferentes formas, sendo a parede
celular a principal. Os carboidratos existem como monossacarideos, oligossacarideos, polissacarideos
e seus derivados, tais como: glicosideos cianogénicos e fendlicos, flavonoides glicosilados e
glicoproteinas. Por estarem presentes na maioria dos tecidos e células de plantas, como consequéncia
os carboidratos estruturais das plantas formam a mais abundante reserva de compostos naturais

disponivel na Terra (AVIGAD e DEY, 1997; BUCKERIDGE, SANTOS e TINE, 2000; REID, 1997).

Segundo DEY e colaboradores (1997) a parede celular primaria das dicotiledoneas € composta
por 25-40% celulose, 15-25% hemicelulose, 15-40% material péctico e 5-10% proteinas e proporgdes
muito pequenas de compostos fendlicos, enquanto a parede celular secundaria tipicamente € composta
por 40-45% de celulose, 15-35% de hemicelulose, 15-30% de lignina e quantidade negligenciavel de

pectina.

O polissacarideo rico em &cido galacturénico, ramnose, arabinose e galactose é conhecido
com pectina. Sendo seus constituintes fundamentais o acido poligalacturbnico e as
ramnogalacturonanas |. As arabinanas, galactanas e arabinogalactanas séo freqlientemente
encontradas em cadeias laterais das ramnoglacturonanas | (O'NEILL et al., 1990; BRETT e
WALDRON, 1990; CARPITA e GIBEAUT, 1993). Ja a hemicelulose refere-se aos polissacarideos
presentes em tecidos vegetais que ocorrem juntamente com a celulose e que podem ser isolados
através de extragdes aquosas ou alcalinas. Estes monossacarideos encontram-se glicosidicamente
ligados, constituindo diferentes polissacarideos, sendo os principais incluidos nas classes denominadas
arabinogalactanas, arabinoxilanas, xilanas, galactoglucomananas, glucuronoxilanas, glucomananas,
mananas e xiloglucanas (GRABRIELLI et al., 2000; KACURAKOVA et al., 2000; PULS e SCHUSEIL,

1993).

As arabinogalactanas sdo polissacarideos estruturais, presentes em todos os vegetais
superiores, possuindo uma estrutura molecular complexa e de dificil caracterizagdo. Porém existem

diversos trabalhos envolvendo a elucidagao estrutural destes polimeros, encontrados nas folhas, nos
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caules, nas raizes, nas flores, nas sementes e, em grande quantidade, em gomas e exsudatos de
vegetais (FINCHER, STONE e CLARK 1983; DELGOBO et al., 1999; MENESTRINA et al., 1998;

WHISTLER, 1970).

A elucidagéo estrutural das arabinogalactanas é também importante para uma maior
compreensdo da real estrutura da parede celular priméria de vegetais superiores. Diversos trabalhos
cientificos tém demonstrado uma maior diversidade estrutural de moléculas como as
arabinogalactanas, demonstraram estruturas quimicas com alto grau de complexidade, contendo
arabinose, galactose, ramnose, xilose, manose e glucose. A diversidade também é evidenciada na
massa molar e nas ligagdes glicosidicas entre as unidades que compdem as cadeias laterais destas
moléculas, 0 que gera um aumento em relagdo a descricdo de propriedades biologicas para estes
polissacarideos (CAPEK et al., 2003; CIPRIANI et al., 2004; DIALLO et al., 2003; KARDOSOVA et al.,

2004).

2.5 Aplicagoes dos polissacarideos

Polissacarideos naturais tém sido amplamente investigados nos ultimos anos em relagéo as
suas caracteristicas e aplicagdes. Algumas de suas propriedades sé&o a sua grande disponibilidade na
natureza, ampla variedade de estruturas, baixo custo de aquisicao, boa estabilidade, boa propriedade
geleificante, biocompatibilidade, atoxicidade e de facil modificagdo quimica e bioquimica (EIRAS et al.,

2007; SOUTO-MAIOR et al., 2008).

Diversos polissacarideos das mais diversas origens como dextrana e goma xantana
(microrganismos), pectina e amilose (vegetais), alginato (alga), sulfato de condroitina e quitosana
(animais), tém sido sugeridos como excelentes para aplicagéo no desenvolvimento de novos materiais

(CUNHA, PAULA e FEITOSA, 2009; SOUTO-MAIOR et al., 2008)

A sua ampla variedade de estruturas gera uma vasta faixa de aplicagdes como: modificadores

de textura, espessantes, agentes gelificantes, estabilizantes, retentor de umidade, dentre outros. Na
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area biologica possuem diversas aplicagdes como em engenharia de tecidos, imobilizagdo de enzimas,
biossensores, como veiculo de liberagdo de farmaco e alguns ainda sao utilizados para remogéo de
metais pesados e como aditivo de concreto (CUNHA, PAULA e FEITOSA, 2009; CUNHA et al., 2004;

LEE e PARK, 2001; MOON e LEE, 2004; NISHINARI, ZHANG e IKEDA, 2000; RINAUDO, 2001).

Um tipo de polissacarideo que vem sendo estudada s&o as arabinogalactanas que séo
polissacarideos estruturais, presentes em todos os vegetais superiores, tendo uma estrutura molecular
complexa e de dificil caracterizagcdo (BRECKER et al., 2005; FINCHER, STONE e CLARKE, 1983).
Diversos trabalhos foram realizados envolvendo a elucidagao estrutural deste polimero, encontrado em
folhas, caules, raizes, flores, sementes, gomas e exudatos de vegetais (CIPRIANI et al., 2004;

DELGOBO et al., 1998; MELLINGER et al., 2008; MENESTRINA et al., 1998).

No ambito industrial, pode-se citar o intenso uso de arabinogalactanas da tdo conhecida goma
arabica, proveniente de arvores de diferentes espécies de Acacia (MELLINGER, 2006). Além disso
devido a sua baixa viscosidade e boa emulsificagdo as arabinogalactanas podem ser aplicadas em

bebidas refrigeradas e néo refrigeradas como também em barras nutritivas (REDGWELL et al., 2005).

Além dessas utilizagbes, podem-se destacar outros usos importantes de alguns

polissacarideos, como mostra a tabela 1:
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Tabela 1. Utilizag&o de alguns polissacarideos produzidos industrialmente.

Polissacarideo Estrutura Basica Utilizagao Referéncia

Acido Engenharia  Cunha, Paula
Hialurénico de Tecidos e Feitosa,
P Jugh e
0=Q, 8 o CHz0H
) ~ Liberaggode  Jain e Jain,
Farmacos 2008
Fonte: Romanholi, 2005
Alginato Toal ® \7\\ i Imobilizagdo ~ Murua et al.,
ot T de Células 2008
H M :‘ Om
/ Engenharia Rezende et
Fonte: Rezende et al., 2010 de Tecidos al., 2010
Carragenana Agente Quemener et
on Gelificante al.,, 2010
"o
o 0 {“
QR L
OR n
R=H, 5075 0u CH;
Fonte: Faria-Tischer, 2006
Goma Arabica [ S Imobilizagdo ~ Ramakrishnan
el g de Células et al, 2007
4_3_(
HO\)\0/1 Y OH
HO’[s\r D-Galp  Howe
HOOC’_\/OH-.......O’S"“ 0/1"0_6 6 ({
LRhap(14) OH?)OH Ho-\)‘ % o~
D-Glep A~
(I?)F—'Galp
Fonte: Favaro et al., 2006
Pectina ¢ Engenharia  Cunha, Paula
N de Tecidos e Feitosa,
Ho " - 2009
H H

Fonte: Brandao e Andrade, 1999
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Como mostra Cunha, Paula e Feitosa (2009), esta ampla gama de aplicagdes faz com que

estes compostos contribuem para o mercado de importagoes e exportagdes mundial.
2.6 Atividades bioldgicas dos polissacarideos

Os polissacarideos apresentam uma grande diversidade de aplicagdes nas diversas areas.
Além disso, aumentou as investigagdes sobre as atividades bioldgicas que os polissacarideos podem
apresentar. Segundo Bohn e BeMiller (1995), as mais comuns séo as atividades imunoestimulante,
antiviral, anticoagulante e antitumoral. Mas podem ser encontradas outras atividades como a
antioxidante, antitrombotica, antiticera e antiinflamatéoria (CIPRIANI, 2007; CUNHA, PAULA e

FEITOSA, 2009)

2.7 Atividade antitllcera dos polissacarideos

A Ulcera gastrica decorre do desequilibrio da integridade da mucosa gastrica. Grande parte da
populagéo é vitima dessa doenca, sua etiologia ainda ndo esta totalmente elucidada, mas geralmente
estd relacionada a fatores exdgenos, como estresse, uso de antiinflamatérios ndo esteroidais,

alccolismo e infecgédo por Helicobacter pylori (DONATINI et al., 2009).

De acordo com Arruda (2008) a atividade antiulcerogénica das substancias pode ser
determinada por varios modelos animais. Tais modelos utilizados representam os agentes etiologicos
mais comuns envolvidos na Ulcera gastrica humana, proporciona contar 0 numero de Ulceras e medir o

tamanho de cada uma e verificar o indice de lesdo, que reflete a gravidade da injuria.

Geralmente para verificar a atividade antilcera do composto obtido de plantas utiliza-se o
meétodo de indugdo de lesdes gastricas por etanol, onde se avalia a protecdo que o composto
proporciona (CIPRIANI, 2007, DONATINI et al, 2009).

Diversas plantas como Maytenus ilicifolia (CIPRIANI et al., 2004); Cochlospermum tinctorium
(NERGARD et al., 2005); Angelica sinensis (YE et al, 2003) e Strychnos  potatorum
(SANMUGAPRIYA e VENKATARAMAN, 2007), apresentaram uma atividade antiticera atribuida ao
polissacarideos presente. Sendo sugerido mecanismos para o efeito gastroprotetor dos polissacarideos
como: uma camada protetora pela habilidade destes polimeros de se ligar a superficie da mucosa
gastrica; atividade anti-secretora de suco gastrico; prote¢cdo da mucosa pelo aumento da sintese de

muco; e sequestro de radicais livres.



29

2.8 Atividade antiinflamatéria dos polissacarideos

Diferentes abordagens terapéuticas séo utilizadas com o objetivo de diminuir a dor, sendo a
farmacoterapia a mais comum. Os farmacos antiinflamatérios estdo entre os mais utilizados no mundo.
Isso provavelmente se deve ao fato de terem sido uma das primeiras drogas a serem comercializadas
e ao grande impacto produzido pela sua introdu¢do como medicamento. Afinal, o alivio da dor,
inflamacé&o e febre com o uso de uma Unica droga é de enorme importancia no tratamento de doencas,

principalmente as doengas inflamatdrias cronicas (FRANCISCHI et al., 2005).

[

sintese de importantes mediadores inflamatérios sendo utilizada para o alivio de edema, da dor e da
febre nas desordens teciduais, em doengas alérgicas e nas doengas inflamatérias crénicas (BARNES,
1998; CELOTTI e LAUFER, 2001; TAYLOR e SHAW, 1993). As prostaglandinas s&o uns dos principais
mediadores da inflamacgéo, edema, dor e febre (VAINIO e MORGAN, 1997; VANE e BOTTING, 1990;
VANE e BOTTING, 2003; YANG et al., 1996) e séo originadas pela oxidagéo do acido araquiddnico,
pela agdo das enzimas ciclooxigenases COX-1 (constitutiva) e/ou 2 (induzida) (ROWLEY et al., 2005;
VAN RYN e PAIRET, 1999; VANE e BOTTING, 2003;).

As plantas, seus produtos de extracdo e seus metabdlitos secundarios vém sendo utilizados
cada vez mais como remédio mesmo com o grande desenvolvimento de drogas obtidas por sintese
organica. O uso popular de plantas na medicina tradicional € uma grande fonte de informacéo que
auxiliam na descoberta de novos agentes terapéuticos (BOLDI, 2004; KOEHN, CARTER, 2005;
MCCURDY; SCULLY, 2005). Assim compostos obtidos de vegetais, como os polissacarideos, vém
sendo estudados visado sua utilizagdo como um novo agente antiinflamatorio (DA SILVA e PARENTE,
2001, 2010; BARRETO e PARENTE, 2005; GUZMAN et al., 2003; PEREIRA et al., 2000; POPOV et
al., 2005; SENDL et al., 1993).

2.9 Atividade antiviral dos polissacarideos

A familia Herpesviridae possui diversos virus patogénicos capazes de causar infeccdes em
humanos. O virus Herpes simplex tipo | (HSV-I) causa infecgdes localizadas, principalmente na regido
da boca. Apds a infecgdo primaria, o virus se instala nos ganglios nervosos regionais, permanecendo
latente, dormente, até ser reativado. O HSV-I é frequentemente transmitido através do contato direto
com lesdes ou objetos contaminados. A disseminagdo assintomatica dos virus, através de fluidos
organicos ou das lesdes crostosas, constitui uma importante forma de transmisséo (ZHU et al., 2006;
KANEKIYO et al., 2007).
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No comego da década de sessenta foi demonstrado que a heparina e outras substancias
polianidnicas agiam como inibidores do virus da herpes. A maioria dos ensaios de atividade antiviral de
polissacarideos foram realizados com polimeros sulfatados, retirados de algas marinhas e
cianobactérias (CUNHA, PAULA e FEITOSA, 2009; GONZALEZ e CARRASCO, 1987). Estes estudos
levaram & identificacdo de um grande numero de polimeros de carboidratos com potentes efeitos
inibitorios contra muitos virus animais, incluindo importantes agentes patogénicos humanos, tais como:
virus da herpes (HSV), citomegalovirus (CMV) e virus da SIDA (sindrome da imune deficiéncia
adquirida) humana (SILVA, 2009; WITVROUW et al., 1994). Contudo, falta na literatura cientifica

informagdes sobre polissacarideos ndo sulfatados com atividade antiviral.
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3 OBJETIVOS

-Caracterizar estruturalmente os polissacarideos isolados, utilizando métodos fisico-quimicos de

analise.

-Comparar a composi¢do quimica dos polissacarideos obtidos das partes aéreas e da cultura de

calos.

-Avaliar as possiveis atividades bioldgicas destes polissacarideos.

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Extragao e purificagdo dos polissacarideos

Foram coletadas amostras de partes aéreas de Cereus peruvianus Mill. (Cactaceae) do Horto
de Plantas Medicinais Profa. Irenice Silva, localizado na Universidade Estadual de Maringa (UEM). Os
polissacarideos foram obtidos conforme o procedimento descrito por Alvarez e colaboradores (1992).
Foi coletada uma haste com aproximadamente 1,0 kg, lavou em agua corrente. Os cladodos de C.

peruvianus foram cortados em pedacos € 0s espinhos e a medula foram descartados (Figura 2 e 3).

Figura 2. Haste do C. peruvianus cortada

FONTE: Tanaka, 2008
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Figura 3. Haste do C. peruvianus cortada sem espinhos e 0 miolo
FONTE: Tanaka, 2008
A esses pedacos foi adicionada agua destilada e com o auxilio de um liquidificador, o material
foi triturado. Trés partes de etanol foram acrescentadas para que ocorresse a precipitagdo dos
polissacarideos (Figura 4). O material foi colocado na geladeira por 48 horas para facilitar a
precipitacdo. Apds esse periodo, o precipitado foi separado com uma peneira e foi lavado com etanol

seguido de acetona. Apds seco e liofilizado, o polissacarideo bruto (PP) foi armazenado no freezer.

/ ‘:'|'\'-\""\"\ NN

Figura 4. Precipitagdo dos polissacarideos do C. peruvianus

FONTE: Tanaka, 2008
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A cultura de calos (Figura 5) foi fornecida pelo laboratério da Profa. Dra. Maria de Fatima Pires
da Silva Machado, do Departamento de Biologia Celular e Genética. A cultura foi realizada de acordo
com o protocolo descrito por Oliveira e colaboradores (1995). O processo induz a proliferagao celular a
partir de fragmentos de hipocétilo em meio MS (MURASHIGE e SKOOG) suplementado com vitaminas
do meio B5, de sacarose, de agar, além de agua de coco e &cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) e N6-
furfuriladenina (cinetina). As placas de Petri contendo os explantes foram incubadas a 32 °C sob um
fotoperiodo de 16 horas. Depois de 18-20 semanas, os calos fridveis que ndo produziram cladddios
foram subcultivados em intervalos de 13 dias. Estes calos estdo sendo subcultivados por mais de 12

anos no laboratorio de cultura de tecidos e eletroforese de vegetais.

Para a obten¢éo dos polissacarideos da cultura de calos foi utilizado o procedimento descrito

por Machado e colaboradores (2004).

Figura 5. Cultura de calos de C. pervuvianus.

FONTE: Tanaka, 2008

Para a extracdo dos polissacarideos, fragmentos de tecidos foram triturados no liquidificador
com uma pequena porgao de agua destilada (1:3). Em seguida foram adicionadas trés partes de etanol

para a precipitagdo dos polissacarideos. O material foi deixado em repouso na geladeira por 48 horas
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para auxiliar a formagéo do precipitado. Apos esse tempo, os polissacarideos foram coletados com a
ajuda de uma peneira, lavados com etanol e em seguida com acetona. Apds seco e liofilizado, o

polissacarideo bruto (PC) foi armazenado no freezer.

Os polissacarideos obtidos tanto da planta (PP) quanto da cultura de calos (PC), apds o
procedimento de extragdo, foram submetidos a um processo de purificagdo para a retirada dos

materiais interferentes, tais como clorofila, fibras e outros metabdlitos.

Os materiais submetidos a este processo foram solubilizados em agua destilada, congelados e,
posteriormente, descongelados a temperatura ambiente, para obter os polissacarideos soluveis. O
precipitado, insolivel em agua fria, foi separado por centrifugagao (8.000 rpm / 20 minutos a 10 °C).
Esse processo foi repetido diversas vezes, até que a partir do sobrenadante aquoso néo se formasse
mais precipitado e fosse obtido um sobrenadante limpido. Ap6s essa etapa, os sobrenadantes (S1) e

precipitados (P1) foram reunidos, identificados e liofilizados.

Em seguida aos sobrenadantes dos PP e PC foi adicionada uma solucdo de &cido
tricloroacético (TCA) a 20% de igual volume e a solugao resultante foi deixada na geladeira em repouso
por 2 horas para a precipitagdo das proteinas. Apos esse periodo, o precipitado formado foi separado
por centrifugacéo (8.000 rpm / 20 minutos a 10 °C). Esse processo foi repetido diversas vezes, até que
a partir do sobrenadante aquoso nao se formasse mais precipitado. O precipitado (P2) foi reunido e
guardado no freezer e os sobrenadantes foram reunidos, identificados, neutralizados com NaOH 40% e
submetidos a dialise fechada em membranas com limite de exclus&o entre 8-10 kDa, por um periodo
de 15 dias em um bécker com &gua destilada, dentro da geladeira. Apds esse procedimento os
materiais retidos nas membranas de dialise foram concentrados e liofilizados, sendo identificados como
PP2 para os polissacarideos obtidos da planta e PC2 para os polissacarideos obtidos da cultura de

calos.
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4.2 Caracterizagao quimica dos polissacarideos

4.2.1 Composi¢cao monossacaridica
O processo de hidrdlise dos polissacarideos para a formagao dos acetatos de alditdis para a
determinagdo da composicdo monossacaridica, foi conduzido de acordo com Cipriani (2007) com

algumas modificagdes.

Durante 8 horas, 4 mg dos polissacarideos, com 1 ml de &cido trifluoracético (TFA) 2 mol/l,
foram mantido & 100 °C em banho de glicerina. As solugdes foram evaporadas até a secura e 0 residuo
dissolvido em 1 mL de &gua destilada, ao qual 4 mg de NaBHj4 foi adicionado. Apds 18 horas, o &cido
acético foi adicionado e as solugdes foram evaporadas até a secura, o acido bérico resultante foi
removido como borato de trimetila, por repetidas evaporagdes com metanol. Os alditois obtidos foram
acetilados com uma mistura de anidrido acético-piridina (1:1 viv; 2 mL), & temperatura ambiente,
‘overnight”. As reagdes foram interrompidas com gelo e os acetatos de alditois extraidos com
cloroférmio, o qual foi lavado diversas vezes com solugéo aquosa de CuSO4 a 5% para a eliminagéo da
piridina residual. A fase cloroférmica foi desidratada com NaxCOs anidro, filtrada e evaporada a
temperatura ambiente. Os acetatos de alditéis foram analisados por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas e identificados pelos seus tempos de retengao e perfis de fragmentagéo

obtidos por impacto de elétrons (SASSAKI et al., 2005)

4.3 Métodos cromatograficos

4.3.1 Cromatografia liquido-gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS)

A cromatografia liquido-gasosa acoplada a espectrometria de massas foi realizada em um
cromatografo Varian Saturn 2000R — 3800 acoplado a um espectrémetro de massas Varian lon-Trap
2000R, utilizando a coluna capilar de silica fundida DB-225 (30 m x 0,25 mm) e hélio ultrapuro, a um
fluxo de 1 mL/min, como gas de arraste. Os acetatos de alditéis foram analisados a uma temperatura

de 50 — 220 °C (40 °C/min).
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4.3.2 Eletroforese capilar

A eletroforese capilar foi realizada em um equipamento Beckman-Coulter, P/ACE MDQ
equipado com detector UV em 270 nm, do Complexo de Centrais de Apoio a Pesquisa da Universidade

Estadual de Maringa.

As analises foram realizadas de acordo com Rovio, et al. (2008). O capilar revestido com silica
de 50 e 75 pm, com 50/60 cm (comprimento efetivo/comprimento total) foi empregado nos
experimentos. Para se iniciar as analises o capilar foi condicionado utilizando uma sequéncia de
lavagem com NaOH 0,1 mol/L, &gua Milli-Q, e a solu¢éo tamp&o com uma presséo de 0,5 psi durante
20 minutos com cada. Ap6s isso, as amostras foram injetadas a uma pressédo de 0,5 psi e o tempo de
injecéo foi de 6,0 segundos. Entre as anélises o capilar foi lavado com a solugéo tamp&o por 5 minutos

com uma pressdo de 20 psi. A voltagem de separacao utilizada foi de 17 kV e a temperatura de 20 °C.

As solugdes estoque foram preparadas com cada polissacarideo em uma concentragéo de 10
mg/L. Foram utilizadas solugdes padréo de galactose (5-150 mg/L), glicose (50-400 mg/L) e frutose

(50-400 mg/L). Todas as solugdes foram armazenadas em refrigerador (4 °C).

4.4 Analise espectroscopica

4.4.1 Ressonancia magnética nuclear (RMN)

As analises por espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN 'H, '3C) foram
realizadas em um espectrometro Bruker DRX 400 Avance com Transformada de Fourier do
Departamento de Bioquimica da Universidade Federal do Parana. As analises foram realizadas em
uma sonda invertida de 5 mm de diametro a 50 °C ou 70 °C. As amostras soluveis em agua foram
dissolvidas em D20 e as insoluveis em Me2SO-ds. Os deslocamentos quimicos (5) foram expressos em

p.p.m., relativa a acetona (8 30,2) ou ao Me2SO-ds.
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4.5 Analise espectrofotométrica
4.5.1 Dosagem de agucar total
4.5.1.1 Preparo das amostras
Pesou-se aliquota de 1,0 g de amostra em balanca analitica, transferiu-se para baldo
volumétrico de 100 mL e completou-se com &gua destilada (g.s.p 100 mL). Em seguida dissolveu-se a

amostra por completo, e a partir dessa solugéo utilizou-se 0,1 mL para analise.

4.5.1.2 Estabelecimento da curva padrao
Preparou-se uma solugéo estoque de glicose, onde pesou-se em balanga analitica 250 mg de
padréo de glicose, transferiu-se para baldo volumétrico de 100 mL usando &gua deionizada como
solvente para completar volume. Pipetou-se 25 mL do padréo, transferiu-se para baldo volumétrico de
250 mL usando agua deionizada como solvente, sendo essa solugdo padrdo de glicose 0,25 mg/mL

utilizada no estabelecimento da curva-padrao para glicose.

Para o estabelecimento da curva-padrao de agucares totais, numerou-se 7 tubos de ensaio,

prosseguindo com dilui¢des.

4.5.2.3 Leitura das amostras e padroes
Para este tipo de analise os reagentes sdo postos em solugdo no momento da analise, sendo
assim para a analise de glicose. A preparacdo das solu¢des padroes e leitura de absorbancia de
acucares totais, utiliza 250 mg de do padrao de cada uma, dissolvidos em baldo volumétrico de 100
mL, ap6s dissolucdo pega-se 25 mL de cada solugéo e transfere-se para outro baldo volumétrico e

completa-se o volume para 100 mL.

Apo6s a jungao de um determinado volume da solugao estoque de glicose com 1,0 mL de fenol
5%, e 5 mL de acido sulfurico P.A, os tubos de ensaio foram deixados em repouso por 10 minutos, em
seguida foram agitados em agitador, e levados ao banho maria, na temperatura de 25 °C - 30° C por

10 minutos, sendo posteriormente lidos em espectrofotdmetro em 490 nm.
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Para analisar as amostras foram utilizadas aliquotas de 0,1 mL da solugéo estoque de cada amostra, 1
mL de Fenol 5% e 5 mL de Acido Sulfirrico P.A., prosseguindo com leitura em espectrofotdmetro em

490nm.
4.5.2 Dosagem de proteinas totais

4.5.2.1 Preparo das amostras

Pesou-se aliquota de 1,0 g de amostra em balanca analitica, transferiu-se para balao
volumétrico de 100 mL e completou-se com agua destilada (g.s.p 100 mL), em seguida dissolveu-se a

amostra por completo, e a partir dessa solugao utilizou-se 0,1 mL para analise.

4.5.2.2 Preparo do reagente de biureto

Adicionou 1,5 g de sulfato de cobre (CuSO4:5H20) e 6,0 g tartarato de Sddio/Potéssio
(NaKC40¢.4H20), em 500 mL de &gua. Adicionou 300 ml de NaOH 10% e em seguida 1,0 g de iodeto
de potassio (KI) de preferéncia ja dissolvido num pequeno volume de agua. Ajuste o volume para 1,0

litro.

4.5.2.3 Preparo da albumina de soro bovino (ASB)

Pesou-se 0,05 g de ASB e transferiu para um baldo volumétrico com 40 ml de NaOH 1,0 mol/L.

Apos a solubilizagdo, completou o volume para 50 mL.

4.5.2.4 Estabelecimento da curva padrao

Para o estabelecimento da curva-padrdo de proteina total, numerou-se 10 tubos de ensaio,

prosseguindo com diluigdes.

4.5.2.5 Leitura das amostras e padroes

Adicionou-se 1,0 mL das solugdes e 4,0 mL do padréo de biureto, prosseguindo com leitura em

espectrofotometro em 550 nm.
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4.6 Avaliagao das atividades bioldgicas

4.6.1 Atividade antitlcera

4.6.1.1 Animais

Foram utilizadas fémeas de ratos Wistar (180-200 g) mantidas no biotério da Universidade
Federal do Parana sob condigdes controladas (ciclo de 12 horas luz/escuro, a temperatura de 22 + 2
°C). Os animais receberam racdo na forma de pellet (Nuvital®, Curitiba/PR, Brasil) e a agua foi

disponibilizada ad libitum. Os animais foram privados de alimentagéo 24 horas antes dos experimentos.

4.6.1.2 Inducao de les6es de ulcera gastrica aguda nos ratos
Os ratos foram tratados oralmente com o veiculo (agua, 0.1 mL/100 g de peso corporal do
animal), omeprazol (40 mg/kg) ou PP2 (10, 30, 100 mg/kg) 1 hora antes da administragéo intragastrica
de etanol P.A. (0.5 mL). Os animais foram sacrificados 1 hora ap6s a administragdo do etanol
(ROBERT et al., 1979). Os estdmagos foram removidos e a area da ulceragdo (mm?) foi medida

planimétricamente usando-se o programa Image Tool 3.0.

4.6.1.3 Andlise estatistica da taxa de lesao gastrica
Os dados foram expressos como média + erro médio padréo. A significancia estatistica dos
resultados foi determinada usando-se anélise de variancia seguida pelo teste de Bonferroni. Os dados
foram considerados diferentes para um nivel de significancia de p < 0.05. O valor da dose efetiva 50%
(EDso) foi determinado por regressé@o néo linear usando o software (GraphPad software, San Diego,

CA, EUA).
4.6.2 Atividade antiviral

4.6.2.1 Cultivo de células e propagagao viral
A avaliagéo da atividade antiviral foi realizada na Universidade Estadual de Maringa. As células
Vero (células de rim de macaco verde africano) foram cultivadas em DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle

Medium - Gibco®) suplementado com 10% de SFB (soro fetal bovino - Gibco®) e 50 pg/mL de
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gentamicina. A cultura foi mantida em garrafas plasticas com tampa de rosca e dispositivo para entrada
de CO,, mantidas em estufa Umida a 37 °C com tensdo de 5% de CO> (Fischer Scientific®, modelo
Isotemp). As células foram observadas em microscopio invertido (Zeiss®, modelo Axiovert 25)

diariamente e 0 meio trocado quando o pH apresentava-se acido.

Para a obtengdo da suspensdo de particulas virais HSV-1, a monocamada de célula foi
infectada com 0 HSV-1 e mantida em estufa a 37 °C até a observagao do efeito citopatico em mais de
80% das células. Apos incubagéo, o sobrenadante foi centrifugado a 3000 rpm durante 5 minutos, em

seguida foi dividido em aliquotas de 150 WL e congelado a -70 °C com 10% de DMSO estéril.

4.6.2.2 Ensaio de toxicidade celular

O ensaio de citotoxicidade dos polissacarideos foram realizados segundo a técnica
colorimétrica da sulforrodamina B descrita por Skehan et al. (1990) com algumas modifica¢des. Células
Vero cultivadas em DMEM acrescido de 10% de SFB e 50 ug/mL de gentamicina foram distribuidas em
microplacas de 96 pogos (TTP®) na concentragdo de 2,5 x 10° células/ml e incubadas em estufa umida
a 37 °C até a formagdo da monocamada confluente. Apos 24 horas de incubagéo, o meio dos pogos foi
substituido por meio novo e entdo 100 uL das varias diluicdes dos compostos foram adicionados aos
pocos, em friplicatas. No controle de células adicionou-se apenas 0 meio de cultura. As células foram

incubadas em estufa imida a 37 °C com tens&o de 5% de CO; por 72 horas.

Passado este periodo retirou-se 0 meio de cultura, os pogos foram lavados com PBS e as
células viaveis fixadas com 50 L de acido tricloroacético (Synth®) 10% a 4 °C por 1 hora. A placa foi
lavada 4 vezes em agua corrente e 50 pl de uma solugéo de sulforrodamina B 4% (Sigma®) em acido
acético 1%. Apds incubacdo de 30 minutos a 4 °C ao abrigo da luz, o corante foi removido por 4
lavagens com &cido acético 1%. O corante ligado as células vidveis foi dissolvido em 150 pL de
solugéo Tris-base 10 mmol/L;. A absorbéncia foi determinada em leitor de ELISA (Bio- Tek, modelo

Power XS) em 530 nm.
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Os resultados foram comparados com o controle de células e a citotoxicidade foi determinada

pela destruicao celular propiciada pelos compostos.

4.6.2.3 Titulagao viral
Células Vero foram cultivadas em placas de 96 pogos, conforme descrito acima. Apds periodo
de incubagao, o meio foi retirado de cada pogo e lavado com 100 uL de meio DMEM para remover 0s
residuos de SFB que interferem na adsorg&o viral. Em seguida, 25 uL de varias diluigdes do virus (de
10" a 106) foram adicionados aos pogos em quadruplicata, deixando alguns pogos sem virus para
controle negativo. A placa foi incubada durante 1 hora a 37 °C para que ocorresse a adsor¢ao viral.
Apos periodo de incubacdo, foi adicionado em cada pogo 175 pyL de DMEM e 50 uL/mL de

gentamicina.

A placa foi incubada em estufa umida a 37 °C com tenséo de 5% de CO durante 72 horas. Em
seguida, o meio dos pocos foi removido, o tapete lavado com PBS e fixado com &cido tricloroacético a
10% (SYNTH®) no volume de 50 uL/pogo por 1 hora sob refrigeragéo e ao abrigo de luz. A placa foi
lavada 4 vezes em agua corrente e mantida em temperatura ambiente até secar. Em cada poco foi
adicionado 50 pL de uma solugéo de sulforodamina B 4% (Sigma®) em &cido acético 1%, a placa foi
incubada novamente por 30 minutos sob refrigeragdo ao abrigo da luz. Retirou-se o corante da placa e
lavou-se 4 vezes com &cido acético glacial a 1% para remogao do corante em excesso. O corante
ligado as células viaveis foi dissolvido em 150 L de solugéo Tris-base 10 mmol/L. A absorbancia foi

determinada em leitor de ELISA (Bio-Tek® modelo Power Wave XS) em 530 nm.

Calculos foram realizados para determinar o titulo viral capaz de destruir 80% da monocamada

celular (TCIDso), 0 qual foi utilizado nos experimentos de atividade antiviral por este método.

4.6.2.4 Atividade antiviral
Apos a formagéo da monocamada confluente em placas de 96 pogos como descrito acima, as

células lavadas com PBS e infectadas com 25 pL de suspensé@o de HSV-1 TCID 80 (Tissue Culture
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Infectious Dose-titulo viral capaz de destruir 80% da monocamada) por 1 hora a 37 °C. Apos este
periodo (adsorcao viral) adicionou-se 75 L de meio contendo gentamicina e em seguida foi adicionado
100 uL das varias diluigbes dos compostos, em ftriplicatas. As células foram incubadas em estufa
Umida a 37 °C por 72 horas. Controle de células (sem adicdo de particulas virais ou compostos) e
controle de virus (sem a adigdo dos compostos) foi realizado. A fixacdo, coloragdo e leitura da
absorbancia foram feitas conforme descrito anteriormente (item 4.6.2.2). Os resultados foram
comparados com os controles de células e virus e a atividade antiviral determinada pela porcentagem

de inibigéo do efeito citopatico propiciado pelos compostos.
4.6.3 Atividade antiinflamatoria

46.31 Edema de pata induzido pela inje¢cdo intraplantar de TPA (12-O-

tetradecanoilforbolacetato)

Esta € uma metodologia que permite a observagéo do efeito sistémico da substéncia teste pela
indugéo de um estimulo inflamatorio local, sendo realizada na Universidade Federal do Parana. Um dos
constituintes ativos do 6leo de créton é o 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA), um éster de forbol
que induz inflamagdo. O TPA é um ativador direto de diversas isoformas da proteina quinase C, que
por sua vez ativa outros grupos de enzimas como as fosfolipases e MAP quinases. A ativacéo das MAP
quinases por sua vez, induz a ativagdo de fatores de transcrigdo nuclear como o NF-kB e o AP-1, os
quais regulam a producdo de diversas proteinas pré-inflamatérias (SANCHEZ e MORENO, 1999;
SHOLZEN et al., 2003). Todavia, 0 mecanismo pelo qual o TPA causa inflamagao ainda néo esta
completamente claro, mas parece também estar relacionado, em parte, com a liberagdo de
eicosanoides. Inibidores da biossintese de leucotrienos e prostaglandinas tém se mostrado ativos neste
modelo. J& é bem estabelecido que o TPA estimula a fosfolipase Ay, resultando na liberagéo de acido
araquiddnico e conseqlentemente a produgéo de prostaglandinas e leucotrienos (principalmente LTB4)

(GABOR, 2000).
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O edema ¢ induzido pela administragao intraplantar (i.pl.) de TPA (50 pmol/pata, i.pl.) na pata
traseira direita dos camundongos (CASTARDO et al., 2008 adaptado de LEVY,1969). A espessura da
pata traseira dos animais foi avaliada com o uso de um micrometro digital (GREAT, MT — 04513),
sendo essa a medida basal. Em seguida, para avaliar o efeito dos polissacarideos e dos extratos, os
mesmos foram administrados por via intraperitoneal (i.p.), 30 minutos antes da administracéo do TPA,
respectivamente. Outro grupo de animais foi tratado com dexametasona (1 mg/kg, i.p.), 30 minutos
antes da indugao do edema (grupo controle positivo). Apds 30 minutos, os animais receberam 50 ul de
TPA (50 pmol/pata) (FERREIRA et al., 2005). O edema foi avaliado 1 hora ap6s a aplicacdo do TPA.
Os resultados sdo expressos como a diferenga entre a espessura da pata final e a espessura antes da

injecdo de TPA (basal). Tanto o TPA quanto as drogas foram dissolvidos em solugao salina.

4.6.3.2 Edema de orelha induzido pela aplicagao tépica de TPA
A aplicacdo repetida de TPA em orelhas de camundongos causa resposta inflamatoria cronica
caracterizada por edema, infiltragcdo predominante de células mononucleares e hiperproliferagéo celular
na epiderme (STANLEY et al, 1991). O edema foi induzido pela aplicagdo topica de TPA (2,5
ug/orelha) na orelha direita de camundongos. Os polissacarideos e os extratos foram administrados por
via i.p. (100 e 300 mg/kg), e 30 min depois, o TPA foi aplicado topicamente. O aumento da espessura
da orelha foi avaliado 6 horas apés a aplicagdo do agente flogistico (DE YOUNG et al., 1989). Nesse

modelo o TPA foi dissolvido em acetona e aplicado em um volume de 20 L.

4.6.3.3 Drogas
Dexametasona e 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) foram obtidos da Sigma,

Chemicals & Co, EUA.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Extragao e purificagao

Os polissacarideos das partes aéreas de C. peruvianus (Mandacaru) foram extraidos das
hastes frescas, retirados os espinhos e a medula, utilizando assim o parenquima aquoso, a cera

epicuticular, cuticula e o nucleo cilindrico (ALVAREZ et al., 1992), como mostram a Figura 6.

Cuticula

Espinhos

Nucleo Cilindrico

Medula

Cera Epicuticula Parenquima Aquoso

Figura 6. Estrutura das hastes de C. peruvianus.

Ap6s a retirada dos espinhos e da medula, as demais partes utilizadas foram trituradas no
liquidificador com uma parte de agua para 03 partes de etanol. O precipitado retirado, lavado com
etanol e acetona, sendo liofilizado em seguida. A partir de cada 100 g de planta foram obtidos

aproximadamente 2,5% do polissacarideo bruto (PP), em relagéo a planta in natura.

Apesar da cultura de calos de C. peruvianus ser uma massa desorganizada, ela apresentou
praticamente a mesma propor¢éo de polissacarideo bruto (PC), sendo de 2,48%, apds a sua extragéo

com agua e precipitacdo com etanol.

Para o processo de congelamento/degelo e tratamento com TCA utilizou-se 0,5 g de cada
amostra obtendo-se ao final 19,08% de PP2 e 18,24% de PC2 (polissacarideos parcialmente

purificados da planta e do calo, respectivamente).

A Figura 7 mostra o esquema da extragao e purificagdo dos polissacarideos obtidos das partes

aéreas de C. peruvianus e da cultura de calos. O procedimento de precipitagdo com TCA 20% foi
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realizado com objetivo de se eliminar as proteinas presentes na amostra e o procedimento de
congelamento e degelo foi para separar polissacarideos com diferencas significativas de solubilidade

em agua fria.



Partes aéreas de C. peruvianus (100,0q)

Cultura de calos de C. peruvianus (100,0)

3. Liofilizag&o

1. Trituragdo no liquidificador

2. Precipitagdo com Etanol (3x vol.)

Sobrenadante

1. Congelamento e degelo
2. Centrifugagéo (8.000 rpm / 20 min. / 10°C)

PP (2,6538)/ PC (2,4827¢)

1. Dissolugdo em agua quente
2. Filtragao

3. Liofilizagao

Residuo Seco (59

Sobrenadante (S1)

Liofilizagdo

Residuo Seco

TCA 20%

Precipitado (P1)

Sobrenadante (S2)
1. Neutralizagao
2. Didlise
Eluido PC2 (0,09129)

PP2 (0,0954)

Precipitado (P2)
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Figura 7. Fluxograma do processo de extragao e purificagdo dos polissacarideos obtidos das partes aéreas e da
cultura de calos de C. peruvianus.
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Na tabela a seguir sdo mostradas as quantidades de aglcares e de proteinas totais das

amostras obtidas a extragdo ap6s o procedimento de purificagao:

Tabela 2. Quantificagéo de agucares totais e proteinas totais das amostras.

Amostra Proteinas Totais (%) Acucares Totais (%)
PP 4,45 5,41
PP2 0,10 2497
PC 0,50 24,91
PC2 0,12 30,41

Pelos resultados, verifica-se que uma vez que os calos se apresentaram como uma massa
celular e ndo como tecidos organizados como em uma planta desenvolvida, a quantidade de proteinas
€ mais baixa. Além disso, a quantidade de agucares totais ocorre em um valor muito préximo do valor

obtido pelas analises do PP2.

O método de purificacdo permitiu a redugé@o na concentragéo de proteinas tanto para o PC (de
0,5% para 0,12%), quanto para o PP (de 4,5% para 0,1). No trabalho de Mellinger (2006) com
Phyllanthus niruri (Quebra-Pedra) a concentragéo das proteinas foi de 10% para o extrato obtido por
decocgao e de 30% para o extrato por infusdo. Ja segundo Davet (2005) o C. jamacaru chega a possuir
10,72% de proteina bruta. Nas sementes de Opuntia ficus-indica (CHIACCHIO, MESQUITA e DOS

SANTOS, 2006), obteve-se 16,6% e na polpa do fruto de 0,21%.

Apo6s a purificagdo ambas as amostras apresentaram um aumento na porcentagem de
agucares, chegando a 24,97% para o PP2 e de 30,41% para o PC2. No trabalho realizado por
Sutovska e colaboradores (2009), apds a extracdo aquosa dos polissacarideos de Trichilia emetica
Vahl. (Meliaceae) obteve-se aproximadamente 40% de carboidratos. Ao se estudar a extracéo
etanol:agua (1:1) de Crossopteryx febrifuga Benth. (Rubiaceae) os mesmos autores mostram que o

extrato contém apenas 15% de carboidratos. Ja ao se investigar a polpa do fruto da Opuntia ficus-
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indica (CHIACCHIO, MESQUITA e DOS SANTOS, 2006), obteve-se 11% de agucares totais, resultado

igual ao da polpa de laranja.

5.2 Caracterizagao estrutural

Segundo Rovio e colaboradores (2008) a composi¢ao de carboidratos dos polissacarideos de
diferentes origens pode ser determinada ap6s a liberagdo dos monossacarideos por hidrolise, com
acidos ou enzimas. Os monossacarideos livres podem ser separados e quantificados por cromatografia
gasosa (CG) apds derivatizagdo quimica e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

Recentemente a eletroforese capilar (EC) vem sendo introduzido para quantificar carboidratos neutros.

Através dos eletroferogramas (Figura 8) obtidos tanto dos padres de monossacarideos como
da mistura de padrdes, ndo se obteve a deteccdo dos monossacarideos, isso provavelmente por causa
do detector e do comprimento de onda utilizado, que é diferente da metodologia. Assim, ndo foi
realizado um teste com as amostras de C. peruvianus. O pico que aparece provavelmente é algum tipo

de interferente.

Ja Rovio e colaboradores (2008), em aproximadamente 30 minutos obteve um eletroferograma
da separagdo de uma mistura de monossacarideos. Mostrando que a deteccdo por UV em um
comprimento de onda de 270nm é sensivel a diversos caroidratos como: galactose, glicose, ramnose,

manose, arabinose e xilose. Eles observaram que as pentoses migram depois das hexoses.

A metodologia utilizada por Lamb e colaboradores (2005) ao analisar polissacarideos
meningocacicos nativos, mostra que a eletroforese capilar € um método rapido e capaz de determinar
0s quatro sorotipos do antigeno (Y, W135, C e A) em uma unica analise. Além disso, a reviséo
realizada por Nishi e Kuwahara (2001) mostra que por eletroforese capilar é possivel identificar e

separar polissacarideos, inclusive seus enantibmeros.
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Pode se observar, através dos espectros de RMN 13C (Figura 10), que existem diferengas entre
o0s polissacarideos que constituem as amostras POLIP-CP e POLIC-CP na regido caracteristica dos

carbonos anoméricos ( 6 95-110 ppm).

O espectro de RMN *3C do PP (Figura 9A) mostrou sinais de deslocamento em & 104,3 (C-1),
77,5 (C-4), 74,4 (C-5), 73,3 (C-3), 71,9 (C-2) e 60,7 (C-6) tipico de uma arabinogalactana com uma
cadeia principal constituida por unidades de galactose unidas por ligacdes -(1—4) (Cipriani et al.,
2004; Cipriani et al., 2009). Ainda que o PP contenha 6% de &cido galacturénico, néo foi observado
nenhum sinal para grupos carboxila na regido de & 174,0-175,0, devido as condi¢des espectrais
empregadas. A presenca do CH3-6 das unidades de Rhap foi evidenciada pelo sinal em & 16,9 (Gorin e
Mazurek, 1975). Os sinais do C-1 das unidades de a-L_-Araf estdo presentes em & 109,2, 107,6 e

107 4.

O espectro de RMN 13C do PC (Figura 9B) mostrou sinais a & 101,9 (C-1), 79,6 (C-4), 76,9 (C-
5), 75,1 (C-3), 74,9 (C-2) e 60,9 (C-6) tipico de uma arabinogalactana com uma cadeia principal de

galactose unidas por ligagdes -(1—4) (Habibi et al., 2005).
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Figura 9. (A) Espectro de RMN 13C (100,61 MHz, D20) dos polissacarideos obtidos das partes aéreas
da planta. (B) Espectro de RMN *3C (100,61 MHz, D.0) dos polissacarideos obtidos da cultura de
calos.

Com relagéo aos espectros de RMN 'H (Figura 10), notou-se algumas semelhangas, mas com

diferengas na regido entre 2-3 ppm e 5-6 ppm (regido dos hidrogénios anoméricos).

O espectro de RMN 'H de PP (Figura 10A) permitiu atribuir os sinais em & 5,0-5,4 e 4,5-4,6,

aos prétons anoméricos dos residuos da a-Araf e B-Galp, respectivamente. Os sinais de H-1 da a-Rhap
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e do 0-GalpA estdo em & 5,29 e 5,08/4,95 respectivamente. O sinal em & 1,22 ppm correspondem ao

H-6 do grupo CH3 da unidade ramnopiranosil (Cui et al., 1996; Habibi et al., 2005).

O espectro de RMN 'H de PC (Figura 10B) permitiu atribuir os sinais em & 5,0-5,4 e 4,55 aos

prétons anoméricos dos residuos da a-Araf e B-Galp.

5.08
1,22
5.29 4.95
1 e
55 5.0 45 40 35 3.0 25 2.0 15 1.0 05 ppm
B
5.0 4.55
5.4
R e
5.5 5.0 45 40 35 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 05 ppm

Figura 10. (A) Espectro de RMN 'H (400,13 MHz, D-O) de PP. (B) Espectro de RMN 'H (400,13 MHz,
D20) de PC.
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O espectro de RMN 'H de ambos polissacarideos apresentaram varios sinais presentes na
regido entre d 4,4 e 5,5, mostrando a complexidade da estrutura. Como os nucleos de carbono
apresentam sinais mais resolvidos, de frequéncias caracteristicas e de atribuicdo mais simples,
andlises futuras utilizando a técnica de correlagdo heteronuclear HSQC, objetivando identificar as
ressonancias dos hidrogénios anoméricos e separa-las daquelas dos demais hidrogénios devem
contribuir para a caracterizagdo precisa dos polissacarideos. As regides de ressonancia dos
hidrogénios e carbonos anoméricos sao, respectivamente, 1 4,4-5,5 e d¢ 90-105 (MAGATON, PILO-
VELOSO e COLODETTE, 2008), regi@o onde podemos notar as diferengas entre os polissacarideos

testados.

5.3 Atividade antiulcera

Para determinar se o polissacarideo purificado das partes aéreas de C. peruvianus (PP2) tinha
atividade antitlcera, um tratamento oral com 10, 30 e 100 mg/kg foram testado em um modelo in vivo.
POLIP-CPP reduziu a area de les&o gastrica induzida por EtOH P.A. com uma EDsg = 49.0 mg/kg. O
Controle positivo utilizado, omeprazol (40 mg/kg, p.o.) também inibiu a leséo gastrica em 35 £ 8%

(Figura 11).

Ja no trabalho realizado com as folhas de Maytenus ilicifolia (CIPRIANI et al., 2006), com o
tratamento oral da arabinagalactana com 10 e 30 mg/kg apresentou uma redugdo da area de lesé@o
gastrica com EDso de 9.3 mg/kg, utilizando etanol 45 e 81%. Segundo os autores o pré-tratamento com
arabinogalactana sugere uma capacidade da arabinogalactana como agente citoprotetor direto.
Possivelmente mecanismos para o efeito gastroprotetor dos polissacarideos como: uma camada
protetora pela habilidade destes polimeros de se ligar a superficie da mucosa gastrica; atividade anti-
secretora de suco gastrico; prote¢do da mucosa pelo aumento da sintese de muco; e sequestro de

radicais livres.



54

20 EDsg = 49 mg/kg
= 154 I
S
o *
3 T
= 101
]
LS
= Kkk
0-
C Ome 10 30 100

Cactus mg/kg, p.o.

Figura 11. Efeito protetivo do POLIP-CPP testado com doses de 10, 30, e 100 mg/kg, v.o., contra
lesbes gastricas induzidas por etanol (C: controle, agua 0.1 ml/100 g, v.0. e Ome: omeprazole 40
mg/kg, v.0.). Os resultados sdo expressos como média + erro médio padréo (n = 6). A comparagéo
estatistica foi realizada usando-se analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Bonferroni. *p <
0.05 e *** p <0.001 quando comparado com o grupo controle.

5.4 Atividade antiviral

A incidéncia global de doengas causadas por virus, como o HIV, é bastante significativa na
populagdo mundial. Estima-se que milhdes de individuos em todo o mundo sejam acometidos por
algumas das doengas causadas por este virus. Sendo assim, estudos que visem o controle de
propagacdo e manifestagao de tais doencgas, além da inativagao destes patdgenos, seriam de grande

interesse (SILVA, 2009).

Apos a obtencdo das amostras PP e PC, ambas foram testadas para verificar a atividade
antiviral contra HSV-1, em culturas de células Vero, revelado pelo método colorimétrico da

sulforodamina B.

Para ser um farmaco antiviral ideal ele deve iniber somente a(s) etapa(s) do ciclo de replicagéo
viral, néo interferindo na célula hospedeira, possibilitando que ela se recupere da infecgdo. Para se
encontrar um novo farmaco antiviral de origem natural ou sintética, deve-se observar seus efeitos

toxicos sobre as células (SILVA, 2009).



55

Os dados descritos na Tabela 3 permitem avaliar o potencial citotoxico das amostras (PP e
PC). Ambas n&o apresentaram toxicidade a 50% das células nas concentragOes testadas, desta forma
0 CCso das substancias apresentou-se maior que 500 pg/mL. Os trabalhos realizados por Zhu et al.
(2006) e Talarico et al. (2004), também mostram que é necessario uma alta concentragdo do

polissacarideo para que a citotoxicidade em células Vero atinja 50%.

Tabela 3. Avaliagéo da citotoxicidade dos polissacarideos extraidas da cultura de calos (PP) e do cacto
(PC).

Concentragao PP PC Aciclovir
$pg/mL)
500 33,03% 46,10% -3,11%
250 29,74% 45,06% -1,92%
125 24,93% 38,29% -1,79%
62,5 23,95% 22,90% -0,65%
31,25 13,48% 11,40% -0,79%
15,6 18,14% 18,10% -0,49%

Quando se investigou a atividade anti-HSV-1 das amostras foi possivel observar um ECsp (dose
efetiva para proteger 50% da monocamada de células Vero) de aproximadamente de 16 pg/mL para
ambas as amostras (PP /PC). O mesmo teste foi realizado com o aciclovir, uma droga padrao utilizada
no tratamento do HSV-1, seu ECs foi de 10 ug/mL. De acordo com os resultados obtidos, podemos
considerar as amostras como possiveis farmacos a serem investigadas de maneira detalhada no

tratamento do HSV-1 (Tabela 4).

Tabela 4. Avaliagéo da atividade antiviral das amostras POLIC-CP e POLIP-CP.

Concentragao PP PC Aciclovir
(ug/mL)

100 13,15% 62,77% 100,00%

50 64,80% 56,50% 80,85%

25 70,82% 63,82% 51,79%

10 33,57% 42,87% 50,09%

1 33,13% 7,99% 16,53%

0,1 64,43% 20,82% 13,11%

Né&o foi possivel obter o indice de seletividade (IS= CCso/ECso), pois ndo se obteve o CCso dos

polissacarideos, sugerindo que o mesmo seré alto, uma vez que n&o foi possivel obter 0 CCso na maior

concentracao testada.
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Apbs a obtengdo das amostras PP2 e PC2, novos testes foram realizados para verificar a
atividade antiviral contra HSV-1, em culturas de células Vero, revelado pelo método colorimétrico da

sulforodamina B.

O potencial citotdxico das amostras continuou alta. Assim sendo, os compostos atendem a um
dos requisitos para ser um farmaco antiviral ideal, ndo sendo téxico para a célula. Contudo, os
compostos ndo apresentaram atividade antiviral na maior concentracao testada, como mostra a Tabela

5.

Tabela 5. Avaliagéo da atividade antiviral das amostras PP2 e PC2.

Compostos CC 50 g/ mi EC50 pg/ ml IS
PP2 440.00 £ 59.22 >100 n.d
PC2 483.33 £ 56.25 >100 n.d

n.d.: ndo determinado.

De acordo com Camargo-Filho e colaboradores (2008), muitas proteinas de diversos tamanhos
tém sido descobertas de diversas fontes, possuindo um espectro amplo de atividade antimicrobiana,
podendo incluir uma capacidade de matar ou neutralizar bactérias, fungos, parasitas e até mesmo virus
envolvidos, como o HIV e o virus herpes simplex. Isto pode explicar a atividade encontrada no primeiro
teste com as amostras PP e PC, mas ndo com os polissacarideos semi-purificados (PP2 e PC2).
Assim, a atividade antiviral ndo esta relacionada com os polissacarideos, mas sim com os

polissacarideos associados as proteinas ou mesmo as proteinas isoladamente.

Ainda segundo Carvalho e colaboradores (2010) a acdo farmacolégica dos metabdlitos
secundarios pode derivar da capacidade deles de formarem complexos com proteinas e
polissacarideos. Mesmo a propria combinagao entre proteina e polissacarideos acaba gerando a

atividade biologica (FUJIMIYA et al., 1998; MANTOVANI et al., 2006).
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5.5 Atividade antiinflamatoria

Quando administrados pela via intraperitoneal, os polissacarideos foram capazes de alterar o
edema de orelha causado pela administragao topica de TPA (Figura 12). O polissacarideo obtido das
partes aéreas de C. peruvianus (PP) inibiu a formagéo de edema em 29 + 5% e o polissacarideo obtido
a partir dos calos de C. peruvianus (PC) em 51 + 8%, de maneira semelhante o corticoide

dexametasona, utilizado como controle positivo, inibiu em 79 £ 11%.
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Figura 12. Efeito dos polissacarideos (100 mg/kg) e da dexametasona (dexa) (1 mg/kg) aplicados por via
intraperitoneal no edema de orelha induzido pela aplicagdo topica de TPA (2,5 pg/i20 ul/orelha). As barras
verticais representam a média + E.P.M. (n=5). Os asteriscos representam o nivel de significancia quando

comparado ao grupo controle (C). **p<0,01 e ***p<0,001.

No modelo de edema de pata induzido pela inje¢do intraplantar de TPA, apenas o PP e a
dexametasona foram capazes de inibir a formagao de edema, demonstrando inibi¢do de 37 + 9% e 34

* 3%, respectivamente (Figura 13).
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Figura 13. Efeito dos polissacarideos (100 mg/kg) e da dexametasona (dexa) (1 mg/Kg) aplicados por via
intraperitoneal no edema de pata induzido pela aplicagdo subplantar de TPA (50 pmol/50 ul/pata). As barras
verticais representam a média + E.P.M. (n=5). Os asteriscos representam o nivel de significancia quando
comparado ao grupo controle (C). *p<0,05.

KWEON e colaboradores (2003) avaliando o efeito do tratamento com o complexo
hidrossoluvel quitosana/ heparina em feridas cutdneas em ratos, observaram que no 15° dia de pés-
operatorio, as feridas estavam completamente cicatrizadas com aspecto similar a pele normal. No
trabalho realizado por Ananthi e colaboradores (2010) com a alga marrom Turbinaria ornata, a
administragdo oral (concentragdes de 2.5, 5, 10, 20 mg/kg) do polissacarideo obtido reduziu

consideravelmente o0 edema no experimento de edema de pata.

Polissacarideos como a quitina e a quitosana, vém sendo utilizados com fins terapéuticos em
medicina veterinaria, pois atuam como agente cicatrizante e possuem um efeito analgésico (SENEL e

McCLURE, 2004).
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6 CONCLUSAO

As analises realizadas para a caracterizacdo comparativa dos polissacarideos obtidos da
cultura de calos e das partes aéreas de C. peruvianus mostraram que os métodos de cultivo, revelam

diferengas evidentes no seu peso molecular e composi¢do monossacaridica.

Pode se observar, pelos espectros de RMN 13C e de RMN 'H, que as diferengas entre os
polissacarideos que constituem as amostras estéo na regido caracteristica dos carbonos e hidrogénios
anoméricos e as diferencas principais decorrem da complexidade da estrutura do PP e da maior

simplicidade do PC.

O potencial citotoxico dos polissacarideos (PP e PC) foi avaliado e ambos ndo apresentaram
toxicidade a 50% das células nas concentragdes testadas, sugerindo que o CCsq das substancias seja
maior que 500 pg/mL. A atividade anti-HSV-1 foi de aproximadamente de 16 pg/mL para ambas as

amostras.

Ao se realizar os estudos com os polissacarideos purificados (POLIP-CCP e o POLIC-CCP), as
amostras continuaram apresentando um alto CCso, de 440.00 + 59.22 pg/mL e 483.33 + 56.25 pg/mL,
respectivamente. Contudo, as amostras ndo apresentaram atividade antiviral talvez porque a atividade
se deva a uma proteina ou por um complexo proteina-polissacarideo, que foi perdida apés a

purificacdo das amostras.

Ao se avaliar a atividade antiinflamatoria os polissacarideos foram capazes de alterar o edema
de orelha, o PP inibiu a formagéo de edema em 29 + 5% e o PC em 51 + 8%. Contudo, apenas o PP
foi capaz de alterar 0 edema de pata, inibindo a formagédo de edema em 37 £ 9%.

Para o teste da inibicdo das lesdes gastricas apenas o PP reduziu a area da leséo induzida por
etanol, apresentando um EDsp de 49.0 mg/kg.

Assim, através dos resultados obtidos das atividades bioldgicas, pode-se sugerir 0 uso dos
polissacarideos purificados ou do extrato bruto hidro-alcodlica obtidos das partes aéreas das plantas

como um fitoterapico.
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