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RESUMO

O cacto “Mandacaru’Cereus peruvianus Mill(Cactaceae), possui muitas aplicacdes
com fins econdmicos e industriais. A cultura desa de células em suspensadCde
peruvianusé uma via alternativa para a sintese em escalastimal de produtos
originalmente produzidos pelas plantas. O predeai@lho teve como objetivo isolar e
caracterizar estruturalmente os polissacarideasitiZra de calos d€. peruvianusem
como avaliar a sua atividade farmacoldgica antrolp@énicaO polissacarideo obtido por
extracdo aquosa a quente da cultura de calosdhsatio e submetido ao processo de
gelo-degelo, fornecendo o polissacarideo PAG doindti de galactose, arabinose,
acido urbnico,xilose 71:15:9:5, além de tracos atenose. Este perfil de composicéo
monossacaridica sugere que o0 polissacarideo eadontrpoderia ser uma
arabinogalactana, tal como a encontrada originaknea planta. PAG apresentou-se
heterogéneo quando analisado por HPSEC-MALLS. Gsasdarideo PAG apresentou
atividade antiulcerogénica significante no modeiduzido por etanol com valores
deDE, de 74 mg kg. O efeito gastroprotetor deste polissacarideopedir
relacionado a habilidade destes polimeros em adesuperficie da mucosa gastrica,

atuando como uma eficaz barreira inibidora da erdsdmucosa.

Palavras ChaveCereus peruvianuslandacaru, cultura de calos, caracterizacao

guimica, atividade antiulcera.
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ABSTRACT

The cactus "MandacaruGereus peruvianuMill. (Cactaceae) has many applications
with economic and industrial interest. The cultafecallus of C. peruvianusis an
alternative source for the synthesis of producigirmally produced by plants. We now
report isolation procedure, characterization amdcstral analysis of polysaccharides
from callus culture o€. peruvianusand determination of its antiulcerogenic effed¢teT
polysaccharide obtained was dialyzed and subjdctdteeze-thaw process, providing
PAG polysaccharide consisting of galactose, araginaronic acid and xylose in the
ratio of 71:15:9:5, besides traces of rhamnose.s Tofile of monosaccharide
composition suggests that the polysaccharide magnbarabinogalactan, such as that
found in the plant originally.This appeared heterwgpus when analyzed by HPSEC-
MALLS. The polysaccharide PAG showed significanttidnerogenic activity in
ethanol-induced model suggesting that the gasttegtive effect of this
arabinogalactan is due to the ability of these melss adhere to the surface of the
gastric mucosa, acting as an effective barrietiting mucosal erosions.

Keywords: Cereus peruvianysMandacaru, callus culture, chemical charactadmat

antiulcer activity.
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1. INTRODUCAO

A familia Cactaceae apresenta aproximadamente &2&rgs e 1.900 espécies, sendo
distribuidas principalmente nas regiées semiaritdssAmeéricas (ARACE, 2004). No Brasil,
estdo registradas 160 espécies dentre as quaisoBfem na regido Nordeste (ARRUDA,;

PINNA; ALVES, 2005).

As cactaceas sao dicotiledéneas suculentas desds/dabitos, podendo ser arvores,
arbustos, trepadeiras, epifitas ou geodfitas. Saate$ (talos) podem ser colunares, rolicos,
globulares, tuberculados, em forma de costeletas, @au achatados, geralmente segmentados

sem folhas e com espinhos (BARTHLOTT; HUNT, 1993).

O GéneroCereuspertence a subfamili@actoideae caracterizada pela auséncia de
folnas e presenca de hastes suculentas com arBetasdesenvolvidas(BARTHLOTT;
HUNT, 1993) Cereusé um dos mais antigos entre os nomes de cachuk) tedo descritos
por Philip Miller desde 1754.0 nome do género teigeom no latim, de cera, ou cone de cera
ou tocha, e se refere a forma de candelabro heab@NDERSON, 2001). Este género
pertence ao grupQereoideaeque compreende plantas tipo arvore ou arbustosadeh
(talos), com inameras ramificagdes ou troncos (BARDTT; HUNT, 1993). A morfologia
dos caules nas cactaceas € considerada uma dataaenarcante para discriminar géneros e
espécies de cactos. (ALTESOR; EZCURRA, 2003). Cege@ereusé caracterizado pelo
caule ereto, tipo colunar ascendente com um numetisposicdo de costelas longitudinais
variaveis, onde estdo inseridos os botbes axilaoedendoespinhos (folhasmodificadas)

conhecidos como aréolas(BRITTON; ROSE, 1963; ANBBERI, 2001).

Cereus peruvianug uma espécie de cacto popularmente conhecidarasil Bomo

mandacari (RESENDE, 2006). E comumenteencontradgandins em paises tropicais e
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subtropicais e vem sendo cultivada comercialmentiepequena escala em Israel, sendo
conhecida coméruit crop. O nome comercial dada pelacompanhia israelensgmetacéo é

“Koubo”(NERD; TEL-ZUR; MIZRAHI, 2002).

Este cactopossui porte arboreo, atingindo em tdemd a 5 m de altura, entretanto
plantas com até 7 m possam ser encontradas (Figu@acaule é colunar, com ramificacbes
candelabriformes. Ao longo do seu comprimentoaasos séo divididos por constricdes, que
formam segmentos distintos chamados articulossagmprimentos variam de 50 a 60 cm.
Os espinhos e flores originam-se da mesma aréokrfinos das plantas jovens (individuos
com até 2 m de altura), a maioria das aréolas ooagpinhos, geralmente em namero de seis,
medindo de 1 a 3 cm de comprimento, de cor amaaadlativamente flexiveis. Nas plantas
adultas, os ramos mais proximos do solo possuentaaréom espinhos escuros e rigidos; nos
ramos apicais ha normalmente uma reducdo no numemmprimento dos espinhos nas

aréolas. A coloracdo geral da planta é glauca ¢vardlado-acinzentado), devidoa presenca

de cera na cuticula (SILVA, 1983).

Figura 1. CactoCereus peruvianugaule, fruto e flor.
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1.1. Aplicagédo das cactaceas

As cactaceas sao conhecidas principalmente petw satamental, mas também tém
sido de grande importancia forrageira, servindo atlmentacdo a bovinos, caprinos e
ovinos(ROCHA; AGRA, 2002). No Brasil, o fruto dalpa conhecido como figo-da-india é
comercializado em algumas regifes "in natura” ®maa de geléias, marmeladas e passas. O
fruto deC. peruvianusapesar de seu baixo teor de proteina e vitaménaslizado no pais
como alimento humano e para o gado em periodoseda(GLIVEIRA et al, 1992;

OLIVEIRA et al, 2001).

Shedbalkar e colaboradores (2010) descrevem d#veqgiéicacdes das cactaceas em
geral, desde beneficios a saude pela presencaalerdades, antioxidantes e &cido ascorbico
no fruto, bem como pela agéo antitlcera, hipoglieete, hipolipemiantes e anti-inflamatoria
de algumas espécies de cacto. Os frutos de castpogam ser utilizados na indastria de
alimentos como espessantes(SAWAYA et al., 1983)mocaovos adocantes naturais

(SAENZet al, 1998; SAENZ; SEPULVEDA, 2001).

O género de cactace@gpuntia spp conhecida popularmente como palma, € produtor
de mucilagem. Em alguns paises, 0s pequenos dgresilusam mucilagem do cacto para
purificar a agua potavel. Recentemente, um exttatextrato cladédios do cacto foi testado

para melhorar a infiltracdo de adgua no solo(SAESEPULVEDA; MATSUHIRO, 2004).

A fitorremediacdo é uma tecnologia eficaz parargpdiza dos poluentes ambientais
perigosos. Cactos sao tao resistentes que podeplasgas ideais para diminuir a carga de
poluentes téxicos no ambiente, absorvendo e arraadenmetais pesados toxicos e outros
poluentes organicos em seus sistemas celularesaétaceas também sdo sequestrantes

eficientes de poluentes, uma vez que tem raizetorsuperficiais e macicas que podem
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espalhar-se amplamente perto da superficie do sef@o capazes de limpar efetivamente

uma grande parte de qualquer solo contaminado(GOGANLDHIRSH et al., 2004).

C. peruvianusapresenta interesse econdmico e industrial patugitem alcaléides
aminadoscom propriedades farmacoldgicas importatasscomo efeito similar a insulina e
potencial inibidor de captacdo de noradrenalinay@®LRA; MACHADO, 2003), ésteres de
cera com potencial de aplicacdo como barreira impéavel (DEMBITSKY; REZANKA,
1996; REZANKA; DEMBITSKY, 1998)e uma goma viscosam diversas aplicacdes
industriais, tais como: adjuvante na floculacdoimeurezas da agua e em formulactes
cosméticas(ALVAREZet al, 1992; NOZAKI; MESSERSCHMIDT; RODRIGUES, 1993;
ALVAREZ et al, 1995), tratamento de efluentes(BARROS; NOZAKID2)) producao de

polieletrolitos(OLIVEIRAEet al, 2001), clarificacéo de extratos(FERNANDEal, 2001).

Polieletrolitos sdo classes especiais de polimaemsmpntém determinados grupos
funcionais ao longo do polimero que podem ser éw@s(BRATBY, 1980). O cact€.
peruvianuatua como uma resina de troca idnica fortementiaa€ processo de troca idnica
envolve contato de uma fase fluida movel (liquidagasosa) com umafase imével (sélida)
(FERNANDESet al, 2001). A floculacéo e a coagulacao consistemaréicacao das aguas
pelo arraste do material finamente dividido em enspo por agentes coagulantes
(OLIVEIRA; REIS; NOZAKI, 2001a). Apesar da posiitiade de floculacdo e coagulacéo
somente com o0s sais de aluminio ou ferro, existasbs em queé necessario 0 uso de
auxiliares de floculacédo e coagulacdo. Como augsiaos mais usados sdo os polieletrolitos

naturais ou sintéticos (OLIVEIRA; REIS; NOZAKIQQ1b).

Alguns trabalhos de andlise bioguimica demonstrasapresenca de determinadas
enzimas (alcool desidrogenases, malato desidrogenasterases, isoperoxidase, isocitrato

desidrogenase e fosfatase acida)em cultura deotecit C. peruvianus abrindo a
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possibilidade da utilizacdo dessas culturas comocatalisador biologico).(MACHADGet

al., 2006; MACHADOet al, 2010).

Na medicina tradicional as cactaceas sdo amplamdittzadas por curandeiros e
tribos indigenas no México, como: analgésicos baiticos, diuréticos para o tratamento de
problemas intestinais, tosses, afec¢fes cardiac@svesas, alguns tipos de Ulceras e para

controle de diabetes e colesterol(HOLLIS; SCHEINVAR95).

O uso de extratos deereus peruviangsdescrito associado a outras plantas pela acao
cicatrizante e de baixa toxicidade(LIMé&t al, 2006) bem como acdo anti-inflamatoria,
analgésica e antiulcerogénica(ARRUDA, 2008), seratuercializado pelo nome Sanafivo
E possivel encontrar também o extrato @&reus sp comercializado como KOUBD e

estudos confirmam sua eficacia na reducéo de pESNBRDI et al, 2011).

Claramente, as cactaceas possuem atividades eagiviis com potenciais
farmacoldgicos e de extratos promissores, por @seplamento de compostos bioativos €
outra area de interesse. Em funcédo disso, técdigasltura de tecidos para a producdo de
plantas desta espécieestdo sendo desenvolvidagresente trabalho visa a utilizacdo da
cultura de tecidos de calos d&ereus peruvianupara producdo de polissacarideos de

interesse.

1.2. Cultura de calos

A tecnologia do cultivoin vitro além de ser aplicada a plantas medicinais para
propagacao clonah vitro, pode ser utilizada para producéo de culturasatiss @ de células
em suspensédo, visando a producdo de compostostatesse farmacéutico, cosmeético e

alimentar(ROUT; SAMANTARAY; DAS, 2000; GOMEZ-GARA et al, 2007). A
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exploracdo da capacidade biossintética de variisrasl celulares tem ocorrido nas ultimas
décadas e novos conhecimentos tém sido relatadasupga grande variedade de produtos

naturais(IAREMA, 2008).

Desta maneira, o cultivim vitrode tecidos e células vegetais constitui uma altiema
promissora para o suprimento de material vegetal.técnicas de propagacdo vitro
representam ferramentas com alto potencial paiaaggb no melhoramento vegetal. Elas
podem ser utilizadas desde a multiplicacdo de matgenético, para troca e avaliagdo de
germoplasma, até a producdo de mudas livres ds.\Bua aplicacdo também se estende ao
aumento da variabilidade genética mediante a pémde variantes somaclonais e como fase

essencial para a obtencado de plantas transgéndB&ADE, 2002).

Além disso, a cultura de células e tecidos vegé&taim sistema adequado para estudo
de eventos fisiologicos, bem como das rotas bit&stas, permitindo a otimizacdo da
producaoin vitro de metabdlitos primarios e secundarios, assim campmducdo comercial

de mudas clonais de espécies de interesse (IARE0IZS).

A cultura de calos e de células em suspensd&ateus peruvianu® uma via
alternativa para a sintese em escala industrigirddutos originalmente produzidos pelas
plantas, tais como: alcalbides, polissacarideasd®s graxos insaturados, com aplicagcbes nas
industrias de alimentos, farmacéutica, de tintaterdentes e de plastico. A transferéncia de
células de calos fridveis para um meio liquido mncultura de células em suspensédo que
além de apresentar um crescimento mais rapido, npodiberar os metabdlitos
biossintetizados para o meio de cultivo e esteemoder extraidos diretamente do meio.
Neste sistema o0s precursores de metabdlitos espscffodem ser adicionados ao meio de
cultura para estimular as células a aumentar aupémd do componente de interesse.

(MACHADO et al, 2004).
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Para qualquer trabalho em cultura de tecidoslalggs a selecdo e o desenvolvimento
do meio de cultura é um ponto fundamental. A agag inorganicos, vitaminas, fonte de
carbono e os fitoreguladores sdo componentes essede meio de cultivo. Ha diversos
meios de cultura citados na literatura para a iddwe calogénese e morfogénese, porém o
meio de Murashige & Skoog (MS) (1962) € o maisia#do (NICOLOSOet al, 2001,

MARTINS; NICOLOSO, 2004; FLORES; MALDANER; NICARSO, 2006)

O cultivo in vitro de plantas € influenciado pelo meio nutritivo,06p condicbes
fisiologicas dos explantes, genotipos, condicdesultivo e pelos fitoreguladores. Devido as
diferentes respostas dos tecidos frente as condi@eagormonais e condi¢des de cultimo
vitro a escolha do explante € de fundamental importjpaia inducdo de calogénese e
morfogénese. Para determinar a melhor fonte deastele combinacbes hormonais sao
necessarios diversos ensaios iniciais no sentiddedenvolver protocolos de regeneracdo
e/ou estabelecimento de calos (VENKATAIAH; CHRIHKER; SUBHASH, 2003;

KHAWAR et al, 2004).

O calo € um aglomerado de células e tecidos fdonpela intensa divisdo das células
do explante. Os calos diferem em textura (lisegifar, nodular ou farinacea), consisténcia
(compacto, friavel, esponjoso e pulverulento) exagao. Entre os fatores que interferem na
consisténcia dos calos, destacam-se 0 meio de vaultisubcultivos e

fitoreguladores(FLORES, 2006; TANAKA, 2010).

Atualmente, o cultivo de calos é considerado aiternativa viavel para o estudo e a
producdo de metabdlitos priméarios e secundéariodesCam diferentes taxas de crescimento e
niveis de diferenciacdo podem diferir na capacidade sintetizar compostos
bioativos(KRISHNAVENI; RAO, 2000; TANIGUCHEt al, 2002; TOKERet al, 2003;

ARIKAT, 2004; MACHADO et al, 2004; MACHADCOet al, 2006).
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A tecnologia de cultura de células possui divenrgantagens em relacdo ao meétodo
convencional. Este método de cultivo independe deagdbes geograficas, sazonais e
ambientais, sendo que a disposicdo de um sistenprodeicdo pré-estabelecido garante o
fornecimento continuo de produtos com rendimentpuaidades uniformes. Além disso, &
possivel a producdo de compostos novos que normednm@o sdo encontradas na planta-

mae(OKSMAN-CALDENTEY; INZE, 2004).

Portanto, a micropopagacdo de célulasvitro pode ser um sistema de producéo
alternativo para obtengdo de compostos de alta eafoplantas de dificil cultivo. A sintese
guimica de compostos derivados de plantas nem sefrgronomicamente viavel em vista de
sua estrutura altamente complexa e requisitos eesfeimicos especificos (RAO;

RAVISHANKAR, 2002).

1.3. Polissacarideos de vegetais

Polissacarideos sdo macromoléculas naturais eadast em todos 0s organismos
vivos, constituindo-se em um dos grupos de compostais abundantes e importantes da
biosfera. Além disso, sdo 0s principais constiagnquimicos das plantas visto queforma a

parede celular, o suporte estrutural das célulgstaes(REID, 1997).

Quimicamente, os polissacarideos sdo poliacetascgntém atomos de oxigénio ao
longo da cadeia polimérica, sendo formados pelaewacédo entre o grupo hemiacetal de
um monémero contendo um grupo alcool e outro, caroreseguinte perda de agua, dando
origem a uma ligacdo glicosidica. As unidades mamaas dos polissacarideos, 0s
sacarideos, sdo frequentemente denominadas deres;ima carboidratos devido a sua
formula molecular H,O), que representa um hidrato de carbono. Desta raarestes

biopolimeros sdo considerados carboidratos comglexque geralmente contém
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muitasmoléculas de monossacarideos interligadas Ig@cdes glicosidicas (FOX;

WHITESELL, 1994).

A grande diversidade de caracteristicas estrutd@spolissacarideostem origem nas
diferencas de composicdomonossacaridica, nosdipasiroes de ligagédo, formas de cadeia e
grau de polimerizacdo, determinando as suas pdgués fisicas, incluindo a solubilidade, o
comportamento de fluxo, o potencial de gelificagéid,ou de propriedades de superficie e
interfacial. A diversidade estrutural também detearas propriedades funcionaisespecificas

apresentados pelos polissacarideos(IZYDORCZYK; ; GWANG, 2005).

Os polissacarideos sdo amplamente utilizados naoltgga de alimentos,
principalmente pelas propriedades reologicas de solacdes; sendo compostos de alto peso
molecular, formam solucfes coloidais em que cadicuta do polissacarideo liga grande
quantidade de agua, devido ao alto numero de griojgosxilas presente em sua molécula

(BOBBIO: BOBBIO, 2003).

A parede celular das plantas é altamente orgamizagresentando diferentes
polissacarideos, além de proteinas e substanaasaticas. Os polissacarideos da parede
celular consistem, principalmente, de diferentegqees B-xilose, L-arabinose), hexoseb-(
glucose, D-manose, D-galactose), &acidos urbnicos (acidb-glucurdnico, &acido D-
galacturénico, acidm-4-O-metil-glucurbnico) ou pequenas quantidades de ximxoses

(L-ramnosel.-fucose)(WALDRON; FAULDS, 2007)

A parede celular primaria é encontrada em céljdasns, sendo de fundamental
importancia no processo de expanséo celular(REID7)L E também observada em células
de tecidos suculentos e parenquimaticos das fahaatos(FRESHOUR et al., 1996). A
composicao quimica da parede celular primaria detitbdéneas é de, aproximadamente, 25-

40% de celulose, 15-25% de hemicelulose, 15-40%ublstancias pécticas, 5-10% proteinas
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e tracos de compostos fendlicos(AVIGAD; DEY, 1993a parede celular secundaria
encontra-se entre a primaria e a membrana plasanddicelula, confere rigidez aos tecidos
vegetais(REID, 1997). Em dicotiledbneas, esta &tdoida de 40-45% de celulose, 15-35%

de hemicelulose, 15-30% de lignina e tracos darsé&VIGAD; DEY, 1997).

Do ponto de vista quimico, as pectinas, a celubses hemiceluloses podem ser
diferenciadas desde as formas de extracdo. Asnpsecsido extraidas por meio de solucdes
aquosas de oxalato de aménio ou EDTA, as quaisadazes de quelar o calcio ou outros
cations metalicos divalentes. As hemiceluloses sags dificeis de serem removidas da
parede celular, requerendo-se, além do uso de &guwso de solugdes alcalinas, como
hidroxido de sédio ou potassio. A celulose por saa éobtida a partir dos residuos da
extracdo de pectinas e hemiceluloses sendo, pomaot solivel em meio basico(AVIGAD,;

DEY, 1997).

Os polissacarideos apresentam diversas vantageredagdo aos polimeros sintéticos.
Além dos polissacarideos serem abundantes e prentandisponiveis, 0s mesmos sao
obtidos a partir de fontes renovaveis e comestt@iso algas, plantas ou a partir de culturas
microbianas de cepas selecionadas e produzidagégucas de DNA recombinante, também
renovaveis(FILHO, 2009; JANI et al., 2009). Edbéspolimeros tem uma grande variedade
de composicOes e propriedades que dificilmente mpoder mimetizadas em laboratérios

quimicos (FILHO, 2009).

A facilidade de obtencéo faz com que muitos patiasdeos e mucilagens de plantas
tenham menor custo em comparagdo a polimeros iso#étcom a vantagem de serem
biodegradaveis(NISHINARI; TAKAHASHI, 2003; COVIELQ et al, 2007; JANIet al,

2009).A viscosidade de uma solugcao, a uma dadantacédo e uma dada massa molecular,
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sera geralmente maior para polissacarideos quamaparados a polimeros sintéticos de

igual concentracao e igual massa molecular(RINAUR@M1; FILHO, 2009).

A mucilagemobtida de plantas é uma substancialtreida, amorfa e polimérica, com
estrutura da molécula formada por monossacariddogas mucilagens possuem a cadeia
monossacaridica combinada com acidos urbnicosidr@ise da mesma forneceuma mistura
de acUcares e acidos urbnicos. A mucilagem contamog hidrofilicos que podem se

combinar com agua para formar solucdes viscosgeisy(JANI et al., 2009).

Células mucilaginosas e de producdo de mucilag@mcaracteres adaptativos das
cactaceas ao ambiente xeréfito, uma vez que a ageail esta relacionada ao armazenamento
de 4gua(TRACHTENBERG; MAYER, 1981; MAUSETH, 1993).mucilagem obtida de
cactos é descrita como um polissacarideo tipo r@ecsoltivel em agua(CARDENAS;

HIGUERA-CIAPARA; GOYCOOLEA, 1997).

As mucilagens também sdo descritas como subssamqméiméricas complexas
originadas de carboidratos, com uma estrutura ahénramificada que contém propor¢cdes
variaveis deL-arabinosep-galactosel-ramnose e-xilose, bem como &cido galacturénico
em diferentes propor¢des. A estrutura da mucilagpresenta duas fracdes distintas solUveis
em agua. Uma fracdo é a pectina com propriedaddisagges na presenca do ion célcio e a

outra & a mucilagem sem propriedades gelifica@€Y(COOLEA; CARDENAS, 2003).

7

A estrutura quimica da pectina € constituida dea wadeia principal linear de
unidades repetidas de acidegalacturénico ligados covalentemente por ligagde$l,4),
onde os grupos carboxilicos podem ser metil egtadiés em diferentes extensdes (Figura 2).
Essa cadeia principal pode ser interrompida patadds de-ramnose através de ligacaes

(1,2), as quais estdo ligadas cadeias laterais\afteis por acucares neutros, principalmente
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unidades de galactose e arabinose(BRANDAO; ANDRAD®E99; LEVIGNE; RALET;

THIBAULT, 2002; KJONIKSEN; HIORTH; NYSTROM, 2005YAPO et al, 2007).

Figura 2. Cadeia linear de acidm-galacturénico, tipica de pectinas.

FONTE: BRANDAO; ANDRADE, 1999.

As pectinas sdo 0s componentes principais da raaaes paredes celulares de plantas
superiores, eles séo particularmente prevalenteutas e vegetais. Pectinas comerciais séo
preparadas na sua maioria a partir de alguns stife® da inddstria alimentar, tais como a
polpa de macgd, cascas deplantas citricas, e pelpatdrraba. As pectinas sdo a classe mais

complexa de polissacaridos da parede celular @a®ORCZYK; CUI; WANG, 2005).

As pectinas sdo formadas por trés principais &acéa fracao linear conhecida como
homogalacturonana (HG) e as fracdes ramificadabemitias como ramnogalacturonana |
(RG-I) e galacturonanas substituidas (GS), destrguais encontra-se a ramnogalacturonana

Il (RG-I)(WILLATS; KNOX; MIKKELSEN, 2006).

As HG sdo polimeros que apresentam uma cadei lomnstituida por unidades de
acido a-D-galacturénico, unidas por ligagbes do tipb—4, sendo alguns grupamentos
carboxilicos esterificados por metanol (ésteresdt), razdo pela qual sdo mais resistentes a

hidrolise(O'NEILL; ALBERSHEIM; DARVILL, 1990)
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As RG-l sdo uma classe de polissacarideos quérnocatcadeia principal constituida
por unidades alternadas de aci@dm-galacturdonico ligadas em C-4 e unidadesode
ramnose ligadas em C-2, formando o dissacaridet) p-D-GalpA-(1—2)- a- L-Rhap-(1-]
repetidas vezes(O'NEILL; ALBERSHEIM; DARVILL, 199 RIDLEY; O'NEILL;
MOHNEN, 2001). Dependendo da fonte de pectinasa BD% de residuos de ramnose
podem ser ramificados e®-4, com as cadeias laterais que variam em comptamen
composicao. As ramificacdes laterais podem ser ostap de arabinanas, galactanas e

arabinogalactanas tipo | (IZYDORCZYK; CUI; WAN@Q05).

As GSrepresentam um grupo diverso de polissacaidee apresentam a cadeia
principal constituida por unidades de aciwdo-galacturénico, unidas por ligagbes do tipo
1-4 (O'NEILL; ALBERSHEIM; DARVILL, 1990; IZYDORCZ¥; CUI; WANG,
2005). No caso especifico das ramnogalacturonaméipalll (RG-11), as cadeias laterais séo,
geralmente, substituintes em C-2 das unidadesaodeGalpA e séo formadas por
oligossacarideos contendo ramnose e acucares psuais, como a fucose, o acido acérico, a

apiose e o0 acido 3- deoxi-mano-octulosonico(IZYD@RE; CUI; WANG, 2005).

Os grupos de acido carboxilico em galacturonarmatemq ser metil esterificados,
sendo que o grau de esterificacdo tem um efeitooritapte sobre a conformacédo e
propriedades de solucdo da pectina. Com base no dgaesterificacdo, as pectinas sao
divididos em duas categorias: pectinas de baixo deametilacdo, que contém menos de 50%
de metil ésteres, e as de alto grau de metilacdn omais que 50% de ésteres

metilicos(IZYDORCZYK; CUI; WANG, 2005).

As arabinogalactanasestdo presentes em vegetasmap e sao consideradas um
polissacarideo estrutural, podendotambém formaradsias laterais das RGI, (FINCHER,;

STONE; CLARKE, 1983). Sdo polimeros com alto gouramificagdo e de alto peso
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molecular(HAUER; ANDERER, 1993).As arabinogalactars#io encontradas em diversas
plantas, e esta presente em folhas, caules, rdli@es, sementes e, em alta quantidade, em

gomas e exsudatos de vegetais(MENESTRINA et &8 1®DELGOBO et al., 1999).

De acordo com as diferengas nas ligacdes quiraivagvidas na formacao da cadeia
principal as arabinogalactanas de plantas supsripoglem ser dividas em dois grandes
grupos. As arabinogalactanas tipo | (AG-l) aprem@ntcadeia principal de {34)-B-D-
galactopiranose(Figura 3A),enquanto as arabinogadas tipo II(AG-Il) possuem cadeia

principal formada por (& 3) e (1-6)-p-D-galactopiranose(Figura 3B)(ASPINALL, 1973).

As AG-l podem ser também denominadas de pécticsts, yue sdo encontradas como
cadeias laterais que ramificam as pectinas (FINCHEBTONE; CLARKE, 1983;
KACURAKOVA et al, 2000). Na maioria das vezes, as unidades denassbiestao ligadas
no O-3 das galactoses(CARPITA; GIBEAUT, 1993). As AGpresentam grande
variabilidade na composicdo monossacaridica, naarmaslar e nas ligacdes glicosidicas que
compdem as cadeias laterais destas moléculas (CA#EK, 2003; DIALLO et al., 2003;

CIPRIANI et al., 2004; KARDOSOVA et al., 2004).

As AG-Il apresentam cadeia principal formada pordades de galactose —(13)
ligadas substituidas e®@-6 por cadeias dg-D-galactose (£6) ligadas. As unidades de
galactose se encontram quase sempre substituidagD-8me O-6 por unidades de
arabinofuranose(CARPITA; GIBEAUT, 1993). Apesar afgesentarem uma estrutura geral
semelhante, a estrutura fina dasarabinogalactaipas It varia muito com a espécie
(CARPITA; GIBEAUT, 1993; ALBERSHEIMet al, 1996). Além de galactose e arabinose,
estas estruturas podem apresentar monossacarimdos éomo acido glucurbnico, acido 4-
O-metil-glicurdnico e acido galacturdnico. As arajgjalactanas tipo Il estdo presentes na

parede celular vegetal, ramificando ou ndo as rgadaoturonanas I(STEPHEN, 1983).
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Figura 3. Estrutura das arabinogalactanas tipo | (A) e amgjatactanas tipo 1l (CARPITA e

GIBEAUT, 1993).

A —4)-B-b-Galp-(1—4)-p-D-Galp-(1—4)-B-D-Galp-(1—4)-B-D-Galp-(1—4)-p-0-Galp-(1—

o-L-Araf-(1—3)
a-L-Araf-(1—3)

B —3)-p-p-Galp-(1—3)-p-0-Galp-(1—3)-p-0-Galp-(1—3)-p-p-Galp-(1—3)-f-D-Galp-(1—-3)--b-Galp-(1—3)-B-0-Galp-(1—

o-L-Araf-(1—-3)- a-L-Araf-(1-3)-

o-L-Araf-(1-3)- o-L-Araf-(1—3)-

o-L-Araf-(1—8)-p-D-Galp-(1—6)

o-L-Araf-(1—-3)-

o-L-Araf-(1—-6)-B-b-Galp-(1—6)-B-D-Galp-(1—6)

o-L-Araf-(1—8)-B-p-Galp-(1—6)-p-0-Galp-(1—6)-B-b-Galp-(1—6)

A goma arabica Acacia Senegal uma arabinogalactana, € muito utilizada
industrialmente, sendo proveniente de arvores deferetites espécies de
Acacia(MELLINGER, 2002). Sao descritas diversasddiies bioloégicas para as
arabinogalactanas, entre elas a atividade imunoladoid de uma arabinogalactana
purificada da arvoréarix occidentaliS§GROMAN et al.,, 1994), e a atividade antitlcera da

arabinogalactana isolada @ereus peruvian$ANAKA et al, 2010).
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1.3.1. Polissacarideos e atividade antitlcera

A Ulcera péptica é uma classificacdo ampla deicoad mais especificas, conhecidas
como Ulceras gastricas e duodenais. Ulceras s#ioattiente caracterizadas como uma erosao
do revestimento da mucosa do trato gastrintesBANTAR; KISS; BRIESTENSKY,
2000). A etiologia da ulcera gastrica ainda nada &stalmente elucidada(DONATINI et al.,
2009), mas sabe-se que ocorre um desequilibrie &ttires agressivos (secrecao de acido e
pepsina) e os fatores citoprotetores da mucosa@aétecrecdo de bicarbonato, secrecao de
muco e producédo de prostaglandinas)(BORRELLI; 1Z2000). Infeccdes pdfelicobacter
pylori, uso de medicamentos que induzem Ulcera (tais @ntidnflamatorios), distldrbios na
secrecao, estresse, consumo de cigarros e belwdésicas contribuem para a formacéo de
Ulceras gastricas(SANTAR; KISS; BRIESTENSKY, 2p00NVALLACE; SHARKEY,

2012).

O uso de medicamentos para o tratamento da (déstaca promove a cura rapida e
reduz a possibilidade de complicagbes (SANTAR; KISBRIESTENSKY, 2000), sendo
comumente utilizados antiacidos, anticolinérgicasibidores da bomba de protons,
antagonistas do receptor; H antibioticoterapia para o tratamento (SANTAR;ISE;
BRIESTENSKY, 2000; RANGet al, 2004). Entretanto, o uso destes farmacos levam a
reacOes adversas graves(SANTAR; KISS; BRIESTENSX000; DONATINIet al, 2009)

e nao evitam reincidéncias da doenca (SANTAR; KIBRIESTENSKY, 2000).

Os polissacarideos isolados de diversas plantéss d¢amo Cochlospermum
tinctorium(NERGARD et al., 2005);Angelica sinens(¥E et al., 2003) eStrychnos
potatorunfSANMUGAPRIYA; VENKATARAMAN, 2007), Chenopodium
quinoa(CORDEIRO et al., 201,2¥1aytenus ilicifolidCIPRIANI et al, 2004; CIPRIANIet

al., 2009b)Opuntia ficu§GALATI et al., 2007)Cereus peruvian$ANAKA et al, 2010)e
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do farelo de soja (CIPRIAN&t al, 2009a)demonstraram promissoras atividades aatallc
Entre as plantas citadas, sabe-se que @hemopodium quing@ereus peruvianus para o
farelo de soja o polissacarideo isolado foi umaiacgalactana e paMaytenus ilicifoliaum

acido poligalacturénico.

Pressupfe-se que o mecanismo para o efeito gambtapr dos polissacarideos é
devido acapacidade destes polimeros em se adsuperficie da mucosa gastrica, atuando
como uma eficaz barreira inibidora da erosdo daosadOutros possiveis mecanismos para o
efeito gastroprotetor dos polissacarideos sdoidatie antissecretora de suco géstrico,
protecdo da mucosa pelo aumento da sintese de nsempeestro de radicais livres

(YAMADA, 1994; MATSUMOTO et al., 2002; NERGARD eal., 2005).

Acredita-se que a presenca de polissacarideosiemsdque contém acidos urdnicos
possa por si sO serem aplicados para fins de teatayncom a vantagem de satisfazer varias
funcdes no trato gastrointestinal. Devido ao céligedo € possivel a neutralizacdo da acidez
em excesso dos acidos gastricos, além de atuar edficiente hemostatico no caso de
complicacbes hemorragicas. Ele pode ainda seriadsoa substancias ativas, atuando como
transportador de antagonistas da histamina, supesssle acidos gastricos, inibidores da
bomba de protons, antibidticos (claritromicina)aations de neutralizacdo. Outra vantagem
importante € a de que a pelicula formada propoacioma protecdo a longo prazo da
membrana da mucosa duodenal ou gastrica, podebeirigradualmente, e de maneira

controlada, as substancias ativas ligadas a ele(3R\ KISS; BRIESTENSKY, 2000).

Polissacarideos pécticos, obtidos por extragdo saguestdo entre 0s principais
envolvidos com a atividade antitlcera géstrica bafda a polissacarideos(SUN;
MATSUMOTO; YAMADA, 1992b; YAMADA, 1994; NERGARDet al, 2005). Desta

maneira, presume-se que a partir da extracdo adwasaa popularmente utilizadapara a
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producao de cha, tal como a infusdo, polissacasigessam ser obtidos e, entdo, colaborar
para a atividade farmacolégica da cultura de calesCereus peruvianysja descrita

anteriormente por Tanaka et al. (2010) para aglant
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2. JUSTIFICATIVA DO TRABALHO

Devido a diversidade de aplicacbes dos polissamasidobtidos da plant&ereus
peruvianus a importancia e a justificativa da realizacaotalggesquisa estdo embasadasem
novas perspectivas para a obtencdo dos mesmospmideneultura de calos do cacto. Esta,
por sua vez, representa uma fonte alternativa pemducdo dos polissacarideos em escala
industrial,garantindo umaproducdo programada cordora demanda de uso, sem
interferéncias climaticas e dentro da propria itrils

Para tanto, a caracterizacdo quimica do polisskzapresente na cultura de calos é um
requisito importante para as analises farmacol8geduturas aplicacbes industriais deste
polimero.

Desta maneira, com base na ampla aplicabilidadte @aor econémico da goma viscosa
do cactoCereus peruvianyso presente trabalho pretende contribuircientifieate para a
viabilidade, estudos quimicos e farmacoldgicos & donte nova de polissacarideos de

interesse.

3. OBJETIVO GERAL

O presente trabalho tem como objetivo caracteripmigssacarideo obtido a partir da
cultura de calos deCereus peruviangs avaliar a sua atividade farmacologica

antiulcerogénica, visto que a esta atividade ja@ésicrita para extratos da planta.
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3.1. Objetivos Especificos

- Extrair o polissacarideo da cultura de calo€deeus peruvianugor extracdo aquosa;

- Purificar o polissacarideo obtido;

- Caracterizar quimicamente o polissacarideo obfido métodos espectrofotométricos e

cromatograficos;

- Avaliar a atividade gastroprotetora do polissat=rpor dois modelos experimentais de
inducdo de Ulcera: a) administracdo intragastriea ethnol, b) injecdo subcutanea de

indometacina.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Cultura de calos

A cultura de calos deCereus peruvianus(Figura 4) utilizados neste trabalho
foramcedidas pelo Laboratério de Cultura de Tecidegetais e Eletroforesede Vegetais
coordenado pela PfofDra. Maria de Fatima Pires da Silva Machado, @pddtamento de
Biotecnologia, Genética eBiologia Celular da Unsigade Estadual de Maringa. O cultivo
foi realizado de acordo com o protocolo descrito Ptiveira e colaboradores (1995). O
processo induz a proliferacdo celular a partir dgrhentos de hipocétilo em meio MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962) (Anexo A) suplementado ceitaminas B5(GAMBORG;
MILLER; OJIMA, 1968), sacarose 3%, agar 0,8%, atferagua de cocol5% e 4,0 riige
acido 2,4-diclorofenoxiacético (2@ e 4,0 mgl* de N-6-furfuriladenina (cinetina). As
placas de Petri contendo os explantes foram in@ashad32 °C sob um fotoperiodo de 16
horas. Depois de 18-20 semanas, os calos friawesngo produziram cladédios foram

subcultivados em intervalos de 13 dias.

Figura 4. Cultura de calos déereus peruvianus.
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4.2. Obtencédo dos polissacarideos

4.2.1. Deslipidificacao e despigmentacao
A cultura de calos deC. peruvianuéb0g) previamente liofilizada foi submetidaa
deslipidificacéo e despigmentacdo com cloroférmeatanol (2:1 v/v; 1L) em extrator Soxhlet

por 4 horas. Na sequéncia iniciou-se o processxtlacdo dos polissacarideos.

4.2.2. Extracdo aquosa

O residuo seco, deslipidificado e sem clorofila $oibmetido a extracdo aquosa na
proporcdo de biomassa seca e agua 1:60 (p/V)&dr 3 horas, esse processo foi repetido 3
vezes. ApOs cada etapa, o0 extrato aquoso foiddtra quente. O material foi reunido,
concentrado em rotaevaporador a°%D até pequeno volume e precipitado com etanol (1:3,
vlv), com a finalidade de separar as moléculas ltlee rmassa molar (precipitado) dos
componentes de baixa massa molar(sobrenadantejptmacdo do polissacarideo PAG. Os
precipitados etandlicos obtidos foram filtradosstespensos e dialisados em membranas 10
kDa em &gua por 4 dias. Apoés a didlise, devidgarsgado de fases, a amostra foisubmetida a
um processo de purificacdo por congelamento e dgstamento(GORIN; IACOMINI,

1984)(Ver Item 4.3.1.).

4.3. Purificacdo do polissacarideo

4.3.1. Separacao dos polissacarideos por congelamento satngelamento
A fracdo obtidapela extracdo aquosa foi submetidapecesso de purificacdo por
congelamento e descongelamento(GORIN; IACOMINI, 4098 extrato solubilizado em

agua destilada foi congelado e, posteriormenteotggtado a temperatura ambiente. O
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precipitado, insolivel em agua fria, foi separado gentrifugacdo (4500 rpm, 25 minutos,
5°C).Este processo foi repetido diversas vezes,qa os sobrenadantes aguosos nao
apresentassem mais precipitado. Apds esta etapasobsenadantes foram reunidos,

concentrados e liofilizados.

Na Figura 5 a seguir est4 descrito o procedimertal gle extracdo e purificagdo dos

polissacarideos da cultura de calo£éeeus peruvianus.

Figura 5. Fluxograma do processo de extracao e purificac8gdbissacarideos obtidos pela

extracdo aquosa a quente da cultura de cal@s deruvianus

i Cultura de calo€. i
| peruvianusdeslipidificada |

| R S—

- ]
Sobrenadantei Precipitado !
etandlico i_ etandlicc ]

Dialise 10 kDa / Ciclo congelamento-descongalamé3up

Precipitado insoltavel Sobrenadante
em agua aquoso
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4.4. Composicdo Monossacaridica do polissacarideo isolad

A composi¢cdo monossacaridica do polissacarideeftizada em Cromatografo em fase
Gasosa acoplado aeEspectrémetro de Massas (CG-Ed)hagirOlise, reducdo e acetilagdo.
Os monossacarideos foram identificados pelos sspectivos valores de tempo de retencéo
e perfis de fragmentacdo(WOLFROM; THOMPSON, 196340OLFROM; THOMPSON,

1963h).

4.4.1. Hidrdlise &cida total

Uma aliquota do PAG (~1,0 mg) foram tratadas com 20 de TFA 2 molL}, durante 8
horas, a 100 °C, em tubos hermeticamente fechBaasrrido o tempo de hidrélise, o acido
foi eliminado das amostras por evaporacédo em fllxara temperatura ambiente(ADAMS,

1965; BIERMANN, 1989).

4.4.2. Reducao e acetilacdo dos produtos de hids#i

Os produtos da hidrélise foram reduzidos com badretd de sédio (NaBhl
atemperatura ambiente apos o ajuste do pH a 9etd,5phoras(WOLFROM; THOMPSON,
1963a). ApOs esse periodo, as amostras reduzidas vaporadasemfluxo de ar. O acido
borico formado foi eliminado por co-evaporacdo camtanol, na forma de borato de
trimetila. Os alditois formados foram acetiladosncoma mistura de anidrido acético/piridina
(1:1, v/v), “overnight”, a temperatura ambiente(WOLFROM; THOMPSON, 1963D3.
acetatos de alditois formados foram extraidos clomofdrmio e a piridina residual presente
neste extrato foi removida pormeio de sucessivamg@es com uma solucdo de sulfato de
cobre 5% (m/v). Apés remocdao total da piridinaracdio cloroformica foi desidratada com

sulfato de sodio anidro e filtrada. Apos evaporag@acetatos de alditois isolados foram
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analisados por cromatografia em fase gasosa aeoplaspectrometria de massa (CG/EM)

(WOLFROM; THOMPSON, 1963a; WOLFROM; THOMPSON, 19§3b

4.5. Teste de Homogeneidade

4.5.1. Cromatografia de Excluséo Estérica Acoplada & Detedo por indice de Refracéo
e Espalhamento de Luz (HPSEC-MALLS)

Para a analise de homogeneidade, PAG foi solubddizm uma solucdo de nitrito de
s6dio (NaNQ) contendo azida de sédio (NgNpara uma concentracéo final de 1,0 mgmL
A amostra foi filtrada em membrana de acetato delaze 0,22 mm (Millipor). Estas
foram injetadas em cromatégrafo de exclusdo eatdi alta pressao (HPSEC) Waters
equipado com detector de indice de refracdo diéekmnmodelo Waters 2410, e com detector
de espalhamento de luz em multiangulos WYATT TECHRGY, modelo DAWN DSP-
Fdo Departamento de Bioquimica e Biologia MolecdarUniversidade Federal do Parana,
Curitiba-PR (UFPR). Foram utilizadas, em sérieplitas de gel permeacdo WATERS com

limites de exclus&o de 1x3,x1F, 8x1d e 5x16 Da.

4.6. Analises Quimicas

4.6.1. Cromatografia de Camada Delgada (CCD)

A cromatografia em camada delgada foi utilizadaapastimar a composicao
monossacaridica e a presenca de acidos urénicgwolissacarideo PAG hidrolisado. A
amostra hidrolisada (item 4.4.1) foi analisadas @BD em placas de aluminio revestida de
gel de silica (60G - MERCK). A amostra e os padrf@am diluidas em agua na

concentracdo de 1mgnile aplicados na placa. A fase mével utilizadaf@taio de etila,
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propanol, acido acético e agua (4:2:2:1, vivivevas placas foram reveladas com reagente de
orcinol (0,2 g de orcinol, em 95 mL de etanol e & oe HSO)(SASSAKI et al,
2008).Foram utilizados padrées analiticos de alt@za (SIGMA) dos monossacarideos

GalA,GIcA, Ara, Gal, Man, Rha.

4.6.2. Cromatografia em fase Gasosa Acoplada a Espectromiet de Massas (CG/EM)

Os componentes monossacaridicos foram quantificaaos Cromatografo Gasoso
Variar®3800acoplado a um espectrometro de massaldipdrapmodelo Saturn 2000Rdo
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular Wdaiversidade Federal do Parana,
Curitiba-PR (UFPR). A coluna utilizada foi apolar tipo capilar de silica fundida DB-225
(30 m x 0,25 mm). A eluicéo foi desenvolvida uiimlo gas Hélio como gas de arraste, a um
de fluxo de 1,5 mLmin. A programacéo de temperatura iniciou-se em 508rCL min, sendo
aumentada até 220° C (alditéis acetatos), ou 21 &diis acetatos parcialment®e-
metilados), a uma taxa de 40°Crhimantida isotermicamente por 19,15 min. Os esp&ctr
foram analisados por comparacdo com a literatupg@recomparacdo com a biblioteca de
espectros do equipamento, e a quantificacdo feraéada pelas areas dos picos(SASSAKI

et al, 2005).

4.7. Determinacdesespectrofotométricas

Todas as analises quimicas determinadas espeotr@tiicamente foram realizadas no
espectrémetro Varian Cary Modelo 1E UV-VIS, do Latorio de Analises Fisico-Quimicas
de Medicamentos e Correlatos — LAFQ-MED. O céladoconversdo das absorbancias em
concentracado foi realizado a partir da equacacegdeessao linear obtida a partir da curva de

calibracdo para cada metodologia, todas as anédisen realizadas em triplicata.
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4.7.1. Dosagem de acucar total

A dosagem de acucar totalfoi realizada pelo métmhml-acido sulfarico(DUBOIS;
GILLES; HAMILTON, 1956). O principio desta técnibaseia-se na acao do acido sulfarico
sobre o acucar, que perde duas moléculas de aguéopaar o derivado hidroximetilfurfural
(para as hexoses) ou furfural (para as pentosef}s EFeagem com o fenol formando uma

coloracédo amarelo-alaranjado que € medida em 490 nm

O método consistiu na adicdo de 0,5 mL de solugidedol 5% e 2,5 mL de acido
sulfarico concentrado em 1,0 mL de solucdo da amosin concentracdo previamente
estabelecida (3@mL™), sob agitacdo vigorosa. Estas solucées foramcatpsem “banho-

maria” durante 10 minutos, e a seguir resfriadas.

4.7.2. Dosagem de proteinas totais
Os teores de proteinas foram determinados pelo dmétade Lowry

Modificado(HARTREE, 1972).0 principio do método éasse numa mistura contendo
molibdato, tungstato e &cido fosférico, (reageménFCiocalteau), que sofre uma reducao
quando reage com proteinas, na presenca do cdtalisabre (II). Em 1 mL de amostra
(50ugmL™) foi adicionado 0,9 mL do reagente A (2 g de tataduplo de sédio e potassio e
100 g de NgCO3; em 500 mL de NaOH 1M sdao dissolvidos em1000 mlagiea destilada
g.S.p.). A solugéo permaneceu em “banho-maria” &50Qurante 10 minutos. Em seguida ela
foi resfriada até temperatura ambiente e adicig®0;1 mL do reagente B (2 g de tartarato
duplo de sdédio e potassio e 1 g de CySKByO dissolvidos em 90 mL de agua destilada,
sobre os quais se adicionam 10 mL de NaOH 1M), geecendo 10 min a temperatura
ambiente. Em seguida, adicionaram-se 3 mL do réagén(l mL de reagente de Folin

Ciocalteau 2 N diluido em 15 mL de agua destiladado o volume final 16 mL), e a solugéo
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permaneceu em banho-maria a 50 °C durante 10 emm ®eguida foi resfriada a temperatura
ambiente. A soroalbumina bovina (SIGMAnas concentracdes de 56§mL*foi utilizada

como padréoe a coloracao foilida em 650 nm.

4.7.3. Dosagem de acidos urénicos

A dosagem de acido urdnico foi realizada por métatkscrito por Filisetti-
Cozzi(FILISETTI-COZZI; CARPITA, 1991). O ensaio lmé@-se na reacdo dos acidos
urénicos, em ambiente fortemente acido, com-bidroxibifenil para formar complexos de
cor rosa.Em 40QL de amostra foram adicionados 40 de solucdo de acido sulfamico-
sulfamato de potassio 4 M (pH 1,6) e 2,4 mL deabsirato de sodio em acido sulfarico. A
mistura foi aquecida em "banho maria" fervente Zibmin. Apdés resfriamento, 80 de m-
hidroxibifenil (0,15% m/v em NaOH 0,5% m/v) forardieionados e a coloracao, estavel até
1 hora ap6s sua formagc&o, foi lida em 525 nm. Agalacturénico foi utilizado como padrao,

nas concentracdes de 2 a@omL™.

4.8. Atividade antitlcerogénica gastrica
Os experimentosforam realizados no Laboratério rdarhacdo do Departamento de
Farmacologia e Terapéutica da Universidade EstattuMaringa, supervisionados pela Prof.

Dra. Ciomar Aparecida Bersani Amado.

Ratos da linhagem Wistar, com peso entre 200 a 2@0wcidos pelo Biotério da
Universidade Estadual de Maringaforam utilizados. @dimais para experimentacdo foram

mantidos em caixa apropriada no Biotério Setortaldboratério de Inflamacédo, durante 3
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dias antes dos ensaios experimentais, sob tempetatrolada e ciclo claro/escuro de 12h,

recebendo dietad libitum até o experimento.

A atividade antiulcerogénicafoi avaliada em doisdelos experimentais. No primeiro
modelo, as lesdes foram induzidaspor administragéiagéstrica de etanol (0,5 mL/200g
rato)em ratos sob jejum de 24 h, como descritoignmgante por Robert et al. (1979). Neste
modelo os ratos foram divididos em 5 grupos (n=nBnais), sendo um grupo controle
positivo tratado com cimetidina via oral (dose delfig kg'de peso corporal), grupos
tratados com polissacarideo PAG via oral nas didse& mg kg, 100 mg kg, 200 mg kg
e um grupo controle negativo utilizando o veicubw pia oral (agua 0,1 mL/100 g de peso

corporal do animal).

Apos 1 hora de cada tratamento respectivo foi adimialo via intragastrica etanol P.A.
(0,5 mL/200g rato). Os animais foram entdoeutadasidl hora apos a administracdo do

etanol para avaliacdo das lesdes (ROBERT et &9)19

No segundo modelo as lesBes gastricas foram inasizidr injecdo subcuténea de
indometacina (30 mg/kg), como descrito no métoddgieva & Mittal (1981). Os ratos com
Ulcera induzida por indometacina foram divididasttém em 5 grupos (n= 6 animais), sendo
um grupo controle positivo tratado com cimetidiria wral (dose de100 mg Kde peso
corporal), grupos tratados com polissacarideo Pia@nal nas doses de 30 mg'kg.00 mg
kg™, 200 mg kg e um grupo controle negativo utilizando o vefotitboral (dgua 0,1 mL/100

g de peso corporal do animal).

Apéds 1h de cada respectivo tratamento, as les@as fimduzidas por injecdo subcutanea
de indometacina (30 mg Ry Quatro horas ap6s a inducdo da Ulcera os rat@snf

eutanasiados para avaliacéo das lesbes(AGUWA; MLTTA81).
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4.8.1. Avaliacéo das lesdes

Os estbmagos de todos os ratosforam removidos mogpe sua superficie interna
analisada.A mucosa foi lavada cuidadosamente ctugé&ode cloreto de sédio (NaCl 0,9%)
e analisada macroscopicamente.As lesfes gastacas Quantificadas, e o indice médio de

ulceracao (IU)calculadoda seguinte forma (BERSANMADO et al., 2000):

IlU=rfleséo I) + G leséo Il) 2 + G leséo IIl) 3

n animais

Onde:

n = nidmero

| = presenca de edema, submucosa, hiperemia, hegrasrpuntiformes (petéquias)

(menor que 1 mm);

Il = presencga de submucosa, lesdes hemorragicapeguenas erosdes (1 a 3 mm);

lll = presenca de Ulcera profunda com erosdes @ ¢evasivas (maior que 3 mm)

(SZELENYL; THIEMER, 1978).

A analise estatistica de variancia (ANOVA) paraagatde lesdo gastrica forneceu a
interpretacdo para os dados obtidos.Diferencasese@is entre médias foram calculadas a

um nivel degp<0,05 utilizando teste de Tukey.

A dose efetiva 50% (DE50) foi calculada usando gi®r7, por meio da curva de dose-

resposta hiperbdlica.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Extracao e purificacdo

A cultura de calos deereus peruvianu$oi liofilizada, sendo a porcentagem de agua
presente igual a 93%. Partindo-se de 50g do mbseia foi realizada a extracdo aquosae 0s
polissacarideos brutos obtidos a partir desta fagparados doscomponentes de baixa massa
por tratamento com etanol, o qual resultou em uetipitado. Este, por sua vez, foi
submetido a dialise e, posteriormente, ao procdss@racionamento por congelamento e
descongelamento. O sobrenadante resultante destespo, que contém os polissacarideos
sollveis em agua fria foi liofilizado e denominddAG (Figura 6). O rendimento apds este
procedimento de extracdo foi de 2,06 g (4,11%)x#aegdo e as etapas de purificacdo dos

polissacarideos sdo mostradas resumidamente naa Bigu

Figura 6. Polissacarideo PAG liofilizado.
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5.2. Caracterizacdo quimica do PAG

A amostra PAG apresentouum teor de proteinas amfari% e de aglcares totaisigual
ab3,4%.Com relacdo asua composicdo monossacariRida, apresentou Gal, Ara, acido
urbnico e Xil na proporcdo de 71:15:9:5, além deds de Rha. Os cromatogramas e

espectros de massas estao apresentados no ApAndice

Em trabalho semelhante com a plar@a peruvianus Tanaka et al. (2010) a
composicao obtida para os polissacarideos brutasnfdal,Ara, Rha e &cido urbnico na
proporcao 66:15:13:6. O monossacarideo majoriti@oGal tanto para a cultura de calos de
C. peruvianusquanto para a planta, assemelhando-se a propoedBale Ara (66:15)
relatada por Tanaka et al (2010).A auséncia demRl@ultura de calos deve-se provavelmente
a falta de constituintes precursores deste monasdaoc no meio de cultura utilizado para o
desenvolvimento dos calos. J& a presenca de lode ser um interferente proveniente de
hemicelulosesco-extraidas com o PAG ou pode esalmente ligada a estrutura do

polissacarideo.

O perfil da composicdo monossacaridica do PAG sugee provavelmente este
polissacarideo poderia ser uma arabinogalactah&otao o encontrado originalmente na

planta por Tanaka et al (2010).

Em andlise por HPSEC-MALLS, o PAG apresentou-serbgéneo, como pode ser
observado na Figura 7 pela presenca de dois patwemstos nos tempos de retencao entre
40-60 minutos. O pico com tempo de retencdo enotde65-70 minutos provavelmente é

referente ao pico da agua presente na amostra.
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Figura 7.Perfil de eluicdo em HPSEC-MALLSdopolissacarideo

PAG.
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5.2. Avaliacao da atividade antiulcerogénica de PAG

Atualmente diversos trabalhos tém demonstrado gu@atissacarideos obtidos de
plantas apresentam propriedade antiulcerogénicariagas (SUN; MATSUMOTO;
YAMADA, 1992b;1992a; YAMADA, 1994; YEet al, 2003; CIPRIANIet al, 2004;
NERGARDet al, 2005; SANMUGAPRIYA; VENKATARAMAN, 2007; TANAKAet al,
2010). Entre as Cactaceas, conhecidas pela althugio de mucilagens, ja foi descrito a
atividade preventiva e curativa de Ulcera gastridazida por etanol em ratos tratados com o0s
polissacarideos d®©puntia ficus indic6GALATI et al.,, 2001; GALATI et al.,, 2002).
Recentemente, Tanalkd al (2010) demonstaram que a arabinogalactana tiparaida de
Cereus peruvianupossui acao inibitéria sobre formacao de lesGetrigas induzidas por

etanol em ratos.

A extracdo a quente, um simples processo de infukicultura de calos deereus
peruvianusextrai cerca 4,11% de polissacarideos em relagéasaa total de calos secos. O
polissacarideo obtido, caracterizado como sendoarat@nogalactana, pode ser ingerido na

forma simples de um cha.
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Desta forma, com o objetivo de determinar se aprgdades bioldgicas d€.
peruvianus podem ser reproduzidas também para a da culturaaltes, foi avaliada a

atividade antitlcerogénica do polissacarideo PAG.

O pré-tratamento dos ratos, por via oral, com @spatarideo PAG reduziu as lesées
géstricas induzidas por etanol (Figura 8), sugerumtia possivel acdo citoprotetora. O indice
de Ulcera em ratos controles, no modelo induzidceetanol foi de 59,82 + 4,04 (média + erro
médio padr&o). O pré-tratamento dos ratos com @ des80 mg.kge 100 mg.kg reduziu os
danos gastricos induzidos por etanol para 56,43% 6 43,00 + 4,61, representando uma
reducdo de 5,7% e 28,2% respectivamente. O tratansem a dose de 200 mgkgeduziu
o indice de Ulcera para 34,71 + 3,88, com porcentade inibicdo de 41,87% (Tabela 1).

Estes resultados mostraram que o efeito apresergaalacdo dose-dependente.

O efeito do polissacarideo PAG na dose de 200 rigkgomparavel ao produzido
pela cimetidina (32,17 = 5,15), farmaco de refei@mue reduziu as Ulceras em 46,22%.
Além disso, 0 PAG na dose de 200 mg kgduziu significativamente (p < 0,001) as Ulceras

induzidas por etanol quando comparadas ao grupoot®i359,82 + 4,04) (Tabela 1).

Figura 8. Efeito protetor de PAG (30, 100 e 200 mg‘kdiluido em &gua, v.0.), sobre as
lesBes gastricas induzidas por EtOH (C: contr@ead®,1 ml/100 g, v.o. e Cim: cimetidina
100 mg/kg, diluida em salina 0,9%, v.0.). Os reglds sdo expressos como média * erro

médio padrdo (n = 6§p< 0,001 quando comparado ao grupo controle.
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Tabela 1 Efeito do polissacarideo PAG extraido da cultea@alos d€. peruvianusas

Ulceras induzidas por etanol em ratos.

Tratamento indice de ulcera Inibicao
Controle (dgua) 59,82 + 4,04 -
PAG (30 mg.kd) 56,43 + 6,45 5,7%
PAG (100 mg.kd) 43,00 * 4,60 28,2%
PAG (200 mg.kd) 34,71 + 3,88 41,87%
Cimetidina 32,17 £ 5,15 46,22 %

(a) Significativamente (p <0,001) diferente do grupatcole.

As lesdes gastricas induzidas por etanol podenrarcpor uma reducdo da secrecéo

de bicarbonato e da producdo de muco (MARHUENDAARMIN; DELALASTRA, 1993)
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e/ou por deficiéncia do fluxo sanguineo gastrites@o de células da mucosa (BIRDANE et
al., 2007). Além disso, as lesdes gastricas indszjobr etanol podem estar associadas a
producdo excessiva de radicais livres, que ataaamstituintes celulares essenciais como
acidos nucléicos, proteinas e lipideos (LA CASAalet 2000). O aumento do conteudo de
peroxidos lipidicos e radicais livres derivadosod&énio resulta em alteragdes significativas
em nivel celular, causando danos as membranase @ltilar, esfoliacdo e erosdo epitelial

(BIRDANE et al., 2007).

Segundo alguns estudos 0s provaveis mecanismo peato antiulcerogénico dos
polissacarideos sdo: atividade anti-secretora d@e géastrico, protecdo da mucosa pelo
aumento da sintese de muco, e também pelo efeiglarga de radicais livres
(MATSUMOTO; MORIGUCHI; YAMADA, 1993; YAMADA, 199; NERGARDet al,
2005). Além disso, foi relatado que os polissaemsdobtidos d®@puntia ficusformam uma
camada protetora sobre a mucosa gastrica, eviantisdes necroéticas profundas e a extensa

esfoliacdo do epitélio superficial induzido pometl{GALATI et al, 2001).

Diante destas consideracbes podemos sugerir quee@anmsmo para 0 efeito
antiulcerogénico dos polissacarideos obtidos dareutie calos d€. peruvianugoderia estar
relacionado a propriedade destes polimeros emese adsuperficie da mucosa gastrica, que
atuaria como uma barreira inibidora da erosao deosay impedindo a penetracdo do agente

agressivo na mucosa gastrica.

O polissacarideo PAG é formado principalmente pua warabinogalactana e acido
galacturénico, que podem atuar sinergicamente edones de defesa da mucosa gastrica. A
carga negativa do &cido galacturdnico confere actaristica de alta viscosidade do
polissacarideo PAG, podendo ocorrer interacbes pwtéculas da mucosa gastrica. A

viscosidade é influenciada pelo pH e concentragéodtion calcio e, no lumem gastrico, as
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propriedades de gelificacdo mudam devido as afiesaga conformacao da molécula. Este
efeito sobre a forma e conformacdo molecular padestar relacionado com a atividade

protetora sobre a mucosa gastrica(SANTAR; KISKIBBSTENSKY, 2000).

O parametro farmacodinamico de dose efetiva 50%d00& calculado utilizando o
modelo de efeito maximo {k&y), que segue a equacdo:E=,,HD] / DEsp + [D], onde E=
efeito, D= dose(CRISTOFOLETTI; RAMA; CHIANN, 2011Consideramos neste caso que
a dose é igual a concentracdo do farmaco, vistoogpelissacarideo provavelmente atua
como uma barreira mecéanica, sem necessidade de@absbDe acordo com este modelo, com
0 aumento na concentracdo do farmadg, aproxima-se assintoticamente tenax. O
modeloEnsx descreve que a curva dose do farmamsusefeito assume o formato de uma

hipérbolee a partir de uma determinada dose dcaf@mo efeito observado € maximo.

A DEsp para o polissacarideo PAG extraido da culturaatlesaleCereus peruvianus
foi de 74 mg.kg. Utilizando o polissacarideo extraido @eperuvianus in naturalanakaet
al (2010) obteve uma reducéo significativa na dose0@emgkd' (p < 0,001), com uma EQ
de 49 mg kg. Portanto, é possivel inferir que o polissacaridcaido da plantaapresenta um

efeito antiulcerogénico mais potente que o polmsdeo extraido da cultura de calos.

Por outro lado, o pré-tratamento por via oral comotissacarideo PAG nao reduziu
significativamente as lesBes gastricas induzidasimecdo subcutdnea de indometacina

(Figura 9).

Figura 9. Efeito do PAG (30, 100 e 200 mg kgdiluido em agua, v.0.), sobre as lesées
géstricas induzidas por injecdo subcutanea de iatimma (C: controle, 4gua 0,1 ml/100 g,
v.0. e Cim: cimetidina 100 mg Kgdiluida em salina 0,9%, v.0.). Os resultadosnfora
expressos como média + erro médio padrdo (n %6).0,001 quando comparado ao grupo

controle.
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O indice de ulcera em ratos controles no modelazidd por indometacina foi de
51,25 + 3,62 (média + erro médio padrdo). Nos rptéstratados com as doses de 30 mig kg
100 mg kg e 200 mg kg os indices de Ulceras foram de 48,86 + 3,84,42 3 ¥2 e 46,29 +
2,49, representando uma reducéo de 4,7%, 16,7%e 1@spectivamente. O grupo de ratos

tratados com cimetidina mostrou uma reducéo de37a,((Tabela 2).

As lesbes gastricas induzidas por indometacina, inoidor ndo seletivo de
ciclooxigenase, é decorrente da inibicdo da sintseprostaglandinas, as quais séo
responsaveis pela reducdo da secrecdo de Acidicgasumento da secrecdo de muco e

aumento do fluxo sanguineo local (WALLACE, 2001).

Tabela 2Efeito do polissacarideo PAG extraido da culturaales deC. peruvianusas

Ulceras induzidas por injecdo subcutanea de incimimet em ratos.

Tratamento indice de Ulcera Inibicao

Controle (dgua) 51,25 £ 3,62 -
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PAG (30 mg.kd) 48,86 + 3,84 4,7%

PAG (100 mg.kd) 42,71 3,72 16,7%

PAG (200 mg.kd) 46,29 + 2,49 9,7%
Cimetidina 14,33 + 1,48 72,03 %

Desta maneira, o0 polissacarideo PAG apresentou ativelade antiulcerogénica
significativa somente no modelo experimental deends induzidas por etanol, né&o
apresentando atividade no modelo de ulcera induzéda indometacina, indicando que o
efeito protetor provavelmente ndo estaria relaclorainibicdo da sintese de prostaglandinas
géastricas, e talvez tenha relacdo com a formacaaondge barreira protetora na mucosa

gastrica.
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6. CONCLUSOES FINAIS

Apds andlise dos resultados obtidos nesta pesquida;se concluir que:

- O polissacarideo PAG obtido da cultura de calesCereus peruvianapresentou

composi¢cdo monossacaridica deGal, Ara, Rha e acioco na propor¢éao 66:15:13:6.

- O perfil da composicdo monossacaridica do PAGemugjue provavelmente este
polissacarideo poderia ser uma arabinogalactah&otao o encontrado originalmente na

planta.

- O polissacarideo PAG extraido da cultura de cd®&. peruvianusapresentou atividade

antiulcerogénicasignificante no modelo induzido gtanol. A auséncia de atividade no
modelo induzido por indometacina pode sugerir queolissacarideo nao atuaria sobre a
sintese de prostaglandinas e, portanto, ndo adtergaroducéo de muco por esta via. O efeito
gastroprotetor destepolissacarideo provavelmentéd esacionado a capacidade destes
polimeros em se aderir a superficie da mucosaig@satuando como uma eficaz barreira

inibidora da erosdo da mucosa.

- A DEsgp para o polissacarideo PAG extraido da culturaafiesadeC. peruvianudoi de 74

mg kg™,

- O desenvolvimento de métodos biotecnoldgicos,damo a culturas de tecidos vegetais, é
uma proposta promissora para o cultivo de plantaslicimais com o intuito de obter
metabolitos primarios e secundario de interessssipititando ainda uma producao continua

desses compostos com alta qualidade e homegergdaddacdo as matérias primas vegetais.
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- Portanto, a utilizagédo da cultura de calo€deeruvianusomo fonte de obtencao industrial
de polissacarideos com atividades farmacolégicama alternativa a colheita destrutiva da
planta, possibilitando a reducdo da area necegsaeo cultivo além de garantir um controle
rigoroso durante a producdo o que colabora comnaofeneidade dos efeitos biologicos

produzidos.
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APENDICE A — Cromatograma dos Alditois Acetatos do PAG e espeale massas

Galactose e Arabinose acetiladas.
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9. ANEXOS

ANEXO A — Meio MS (MURASHIGE e SKOOG)

Macronutrientes

Nitrato de amonio (NENO3) 1,650 mg/l= 20.6 mL/L
Cloreto de célcio (Cagt 2H,0) = 440 mg/L
Sulfato de magnésio (MgQ® 7H,O) = 370 mg/L
Fostato de potasio (KIRO,) = 170 mg/L

Nitrato de potassio (KN£ = 1,900 mg/L

Micronutrientes

Acido borico (HBOs) = 6.2 mg/L

Cloreto de cobalto (Cogt 6H,0) = 0.025 mg/L
Sulfato cuprico (CuS£» 5H,0) = 0.025 mg/L
Sulfato ferroso (FeSO 7H,0) = 27.8 mg/L
Sulfato de manganés (Mn$©4H,0) = 22.3 mg/L
lodeto de potassio (KI) = 0.83 mg/L

Molibidato de sodio (N#MoO, ¢« 2H,O) = 0.25 mg/L
Sulfato de zinco (ZnSQO 7H,0) = 8.6 mg/L

Na&EDTA « 2H,0 a 37.2 mg/L

Aditivos

Cinetina = 4 mg/L
2,4-diclorofenoxiacético (2,8) = 4mg/L

Sacarose = 30 g/L



