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RESUMO

Maytenus licifolia € uma planta medicinal conhecida como “espinheira-santa”,
encontrada no Paraguai, Uruguai, Argentina e Sul do Brasil. Suas folhas sdo muito
usadas para o preparo de chas por infusdo ou fitoterapicos para o tratamento de
Ulceras gastricas. Polissacarideos que apresentam atividade antiulcera foram
obtidos de diversas plantas. Para determinar se polissacarideos poderiam colaborar
para a propriedade antiulcera da M. ilicifolia, estes foram isolados, caracterizados e
tiveram a atividade antiulcera avaliada. O processo de infusdo das folhas forneceu
um polissacarideo principal, apds varias etapas de purificagdo (processo de
congelamento e degelo, precipitacdo de Fehling, ultrafiltragdo e dialise), constituido
por Ara:Gal:GalA:4-O-Me-GIcA:Rha:Glc numa proporgao molar de 42:41:6:5:4:2.
Analise de metilacdo, degradagédo controlada de Smith e espectroscopia de RMN-
3C indicaram que o polissacarideo era uma arabinogalactana tipo Il (AG), contendo
uma cadeia principal formada por unidades de 3-D-Galp (1 - 3)-ligadas, substituidas
em O-6 por cadeias laterais de [(-D-Galp (1-6)-ligadas, as quais foram
principalmente substituidas em O-3 por cadeias de a-L-Araf (1 -5)- e (1 - 3)-ligadas,
e terminais ndo redutores de a-L-Araf e 4-O-Me-GlcpA. Extragbes aquosa e alcalina
a 10%, sob refluxo, forneceram um acido poligalacturénico (PGA) e uma
heteroxilana (HX), respectivamente, apos purificagdo pelos processos de
congelamento e degelo e precipitagdo de Fehling. Andlise de metilacdo e
espectroscopia de RMN-"3C revelaram a estrutura dos dois polissacarideos isolados.
O acido poligalacturdénico continha apenas unidades de a-D-GalAp 4-O-substituidas
e a heteroxilana continha Xyl:Gal:Glc:4-O-Me-GIcA numa propor¢do molar de
76:5:10:9, com uma cadeia principal formada por unidades de [-D-Xylp 4-O-
substituidas. Todos o0s polissacarideos isolados de M. |licifolia inibiram
significativamente lesbes gastricas induzidas por etanol em ratos, com valores de
DEso de 9,3 mg/kg (AG), 103 mg/kg (PGA) e 40 mg/kg (HX). Estes resultados
mostram que polissacarideos de diferentes estruturas apresentam atividades
antiulcera distintas, indicando que esta atividade é influenciada pela estrutura
quimica e talvez fisica do polissacarideo. Eles mostram ainda que o polissacarideo
AG, obtido pelo processo de infusdo, pode ter um importante papel no efeito
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antiulcera do cha de M. ilicifolia. Além disso, foi investigado qual composto presente
no sobrenadante etandlico (ES) do extrato aquoso das folhas de M. ilicifolia poderia
ser o responsavel pela propriedade vasorrelaxante previamente descrita. Particao de
ES entre H,O e EtOAc forneceu uma fragdo varias vezes mais potente. Sua analise
de RMN-"C mostrou sinais tipicos de catequina, sugerindo que algum composto
relacionado a catequina poderia estar envolvido com a atividade vasorrelaxante da

M. ilicifolia.
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ABSTRACT

Maytenus ilicifolia is a medicinal plant known as “espinheira-santa” and is found in
Paraguay, Uruguay, Argentina, and Southern Brazil. Its leaves are widely used as a
tea (infusion) or in industrial medicines for effective treatment of stomach ulcers.
Anti-ulcer polysaccharides have been obtained from several plants. Thus, in order to
determine if polysaccharides could collaborate for the anti-ulcer property of M.
ilicifolia, they were isolated, characterized, and their anti-ulcer effect was assayed.
The infusion gave a main polysaccharide after several purification steps, consisting
of freezing-thawing process, Fehling precipitation, ultrafiltration, and dialysis. It
consisted of Ara:Gal:GalA:4-O-Me-GIcA:Rha:Glc in a 42:41:6:5:4:2 molar ratio.
Methylation analysis, controlled Smith degradation, and *C NMR spectroscopy
indicated that it was a type Il arabinogalactan (AG) containing a (1 - 3)-linked -D-
Galp main chain, substituted at O-6 by (1-6)-linked -D-Galp chains, which were
mainly substituted at O-3 by (1-



fraction several times more potent. Its ®*C NMR analysis showed typical signals of
catechin, suggesting that a catechin derivative could be involved in the vasorelaxant
activity of M. ilicifolia.
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1. INTRODUGAO

A Maytenus ilicifolia € uma planta medicinal conhecida popularmente como
‘espinheira-santa”. Suas folhas s&o utilizadas para o preparo de infusdes
empregadas para o tratamento de gastrite e uUlcera gastrica. Esta propriedade
biologica da planta foi comprovada cientificamente por SOUZA-FORMIGONI et al.
(1991). Atualmente, a M. ilicifolia esta enquadrada entre as plantas medicinais
aprovadas pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), fazendo parte de
um pequeno grupo de 34 plantas isentas da necessidade de testes de eficacia e de
toxicidade para o registro e comercializagdo como fitoterapicos (BRASIL, 2004).

Diversos metabdlitos secundarios da M. licifolia ja foram quimicamente
caracterizados, entre eles triterpenos, sesquiterpenos, catequina, epicatequina,
flavonodides e glucosideos. No entanto, quando uma infusdo das folhas da planta é
consumida, nao apenas metabdlitos secundarios, mas também metabdlitos
primarios sao ingeridos e entre estes ultimos estao os polissacarideos.

Muitas plantas utilizadas na medicina popular ja foram descritas contendo
polissacarideos biologicamente ativos, incluindo atividade antiviral, antitumoral,
imunoestimulante, antiinflamatéria, anticomplemento, anticoagulante,
hipoglicemiante e, até mesmo, atividade antiulcera gastrica (SRIVASTAVA e
KULSHVESHTHA, 1989; CAPEK et al., 2003; YAMADA, 1994; NERGARD et al.,
2005).

Sabendo que polissacarideos sao capazes de apresentar propriedade
antiulcera gastrica, este trabalho tem como enfoque principal avaliar se os
polissacarideos obtidos a partir das folhas de M. ilicifolia apresentam esta atividade,
incluindo nesta avaliagcado o principal polissacarideo obtido pelo processo de infusédo
das folhas desta planta.

Outra propriedade descrita para esta planta medicinal é a acgao
vasorrelaxante, proporcionada por uma fragdo soluvel em etanol, derivada de um
extrato aquoso das folhas. Esta atividade foi descrita por RATTMANN (2004). Em
paralelo ao estudo dos polissacarideos, sera descrito o processo de purificacdo

parcial do composto vasorrelaxante.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. MAYTENUS ILICIFOLIA

Esta planta € conhecida popularmente, principalmente, como espinheira-
santa, mas também como cancerosa, coromilho do campo, sombra de touro,
espinheira-divina e salva-vidas (CARLINI e BRAZ, 1988). Ela €& largamente
encontrada no sul do Brasil, Paraguai, Uruguai e Argentina (ZHU et al., 1998). Na
medicina popular, o infuso das suas folhas € usado como anticoncepcional,
diurético, analgésico, anti-séptico, regularizador das fungdes hepaticas, antibidtico e
antineoplasico. Externamente, é utilizado com sucesso em acnes e alguns tipos de
eczemas, feridas e ulceragcdes (UEMG, 2001). Ha relatos de que, desde 1922, a
espinheira-santa € empregada com resultado positivo contra ulceragbes do
estdbmago (CARLINI e BRAZ, 1988; GEOCZE et al., 1988).

Em 1988, no Programa de Pesquisa de Plantas Medicinais da Central de
Medicamentos do Ministério da Saude, foi publicada uma série de seis trabalhos
relatando as propriedades terapéuticas da M. ilicifolia, em relacdo a sua acao
antiulcera gastrica (CARLINI, 1988). Os resultados obtidos comprovaram
cientificamente a eficacia terapéutica da planta.

MACAUBAS et al. (1988), estudando plantas utilizadas na medicina popular
brasileira para o tratamento de males do estbmago, demonstraram que o infuso das
folhas de M. ilicifolia apresenta um marcante efeito protetor contra ulcera gastrica
induzida em ratos por indometacina, reserpina e estresse provocado por
imobilizagdo em baixa temperatura. Ambas, M. ilicifolia e M. aquifolium apresentam
tal acdo (CARLINI e BRAZ, 1988). Foi verificado que tanto a administracdo oral
aguda quanto o uso prolongado do infuso liofilizado, ressuspendido em agua,
mesmo em doses centenas de vezes maiores do que as ingeridas pelo homem, sdo
completamente atoxicas a ratos e camundongos (OLIVEIRA e CARLINI, 1988;
CARLINI et al., 1988; OLIVEIRA et al., 1991). Além disso, doses correspondendo ao
dobro da posologia utilizada comumente na medicina popular (uso popular do infuso
= 3 g de planta moida + 150 ml de agua fervente) ndo mostraram toxicidade para o
ser humano (CARLINI e FROCHTENGARTEN, 1988). GEOCZE et al. (1988)



demonstraram a eficacia do infuso liofilizado de M. ilicifolia (200 mg) no tratamento
da dispepsia nao-ulcerosa (sindrome caracterizada por sintomas semelhantes aos
da ulcera péptica, mas sem achado endoscopico de lesdo ulcerativa ou de refluxo
gastro-esofagico). No entanto, em pacientes ulcerosos ndo foram obtidos resultados
concludentes.

Parte desse estudo da acdo antiulcera gastrica da espinheira-santa foi
publicado por SOUZA-FORMIGONI et al. (1991). Os extratos aquosos quentes
(infusos) da M. ilicifolia e da M. aquifolium causaram um aumento do volume e do pH
do suco gastrico de ratos, com efeitos sobre o pH comparaveis aos da cimetidina. A
cimetidina € um antagonista de receptor Hy, que inibe competitivamente a secregéo
gastrica provocada pela histamina e por outros agonistas de receptores H;
(GOODMAN e GILMAN, 1996). O efeito protetor dependente da dose foi
demonstrado tanto com a administracéo via oral quanto intraperitoneal, o que indica
um possivel mecanismo de acdo sistémico. Os resultados obtidos tendem a
confirmar o uso popular da planta. SOUZA-FORMIGONI et al. (1991) também
mencionam que extratos liofilizados mostram a mesma atividade antiulcerogénica
depois de até 15 meses de estocagem. Dessa forma, os extratos liofilizados
apresentam grande estabilidade, o que da valor ao uso de produtos comerciais da
planta.

EZAKI et al. (1985), citados por SOUZA-FORMIGONI et al. (1991),
demonstraram que a atividade antiulcerogénica da planta Linderae umbellatae deve-
se a presenga de taninos condensados. No entanto, SOUZA-FORMIGONI et al.
(1991) encontraram apenas 0,2% de taninos entre o total de 19,4% de compostos
fendlicos em Maytenus e nenhum tanino condensado foi identificado.

FALEIROS et al. (1992) verificaram que fragdes hexéanicas brutas de folhas de
M. licifolia, ricas em hidrocarbonetos e triterpenos, apresentam efeito
antiulcerogénico semelhante ao da cimetidina em ratos. Duas substancias isoladas a
partir do extrato aquoso de folhas de M. ilicifolia, a 4-O-metil-epigalocatequina e seu
epimero 4-O-metil-ent-galocatequina, inibiram a secre¢do acida de forma
dependente da dose em mucosas gastricas de ras (OLIVEIRA et al., 1992).

FERREIRA et al. (2004), em estudo com mucosa gastrica isolada de ras,
sugeriram que o infuso das folhas de M. ilicifolia reduz a secre¢cdo acida pelo
antagonismo dos receptores H,. JORGE et al. (2004) verificaram efeito



antiinflamatério e antiulcerogénico de extratos de folhas M. ilicifolia obtidos com
hexano e acetato de etila. A analise fitoquimica desses extratos revelou a presenca
de esterdides e triterpenos na fragdo hexanica, e taninos condensados e flavondides
na fragao acetato de etila.

Outros estudos com a planta mostraram que alguns triterpenos provenientes
do extrato metandlico das cascas das raizes e folhas apresentam efeitos citotdéxicos
em culturas de células (ITOKAWA et al., 1991; SHIROTA et al., 1994; OHSAKI et al.,
2004). RATTMANN (2004) verificou efeito vasorrelaxante de uma fracdo soluvel em
etanol obtida de um extrato aquoso, sob refluxo, das folhas de M. ilicifolia. Esse
efeito também foi verificado para o extrato obtido por simples infusdao das folhas.
VELLOSA et al. (2006) verificaram atividade antioxidante de um extrato etanodlico
obtido das cascas das raizes da planta. Esse efeito foi relacionado a provavel agao
de polifendis e flavondides sobre o sequestro de radicais livres. Além disso, foram
caracterizados glucosideos, denominados ilicifolinosideos A, B e C, do extrato
etandlico a 70%, em temperatura ambiente, das folhas (ZHU et al., 1998) e
flavonoides glicosilados a partir do infuso (LEITE et al., 2001).

2.1.1. Fitoterapicos de M. ilicifolia

A M. ilicifolia faz parte de uma lista de 34 plantas (BRASIL, 2004) que nao
necessitam de validagédo das indicagdes terapéuticas e da seguranga de uso para o
registro, como medicamentos fitoterapicos, no Ministério da Saude. Para o registro
basta respeitar as seguintes especificagdes determinadas para a planta: parte
usada, padronizagdo (marcador quimico para o extrato), forma de uso, indicagéo
terapéutica, dosagem, via de administragdo, posologia e restrigdo de uso. No caso
da M. ilicifolia, as especificagdes sdo:

- Parte usada: folhas;

- Padronizag&o (marcador quimico): taninos totais;

- Formas de uso: extratos e tintura;

- Indicagbes terapéuticas: dispepsias, coadjuvante no tratamento de ulcera gastrica;
- Dose diaria: 60 a 90 mg de taninos/dia;

- Via de administracio: oral;



- Restrigado de uso: ndo apresenta (venda sem prescricdo médica).

Como citado acima, as dosagens dos fitoterapicos de M. licifolia s&o
padronizadas de acordo com o conteudo de taninos totais presente. Os taninos séo
classicamente conhecidos pela sua atuacdo no processo de cicatrizacdo. Eles
provocam a precipitacdo das proteinas dos tecidos lesados, formando um
revestimento protetor que favorece a sua regeneracdo (HEIUMEN et al., 1997,
PANIZZA et al., 1998). Dessa forma, os taninos poderiam atuar no processo de cura
de ulceras gastricas, justificando o uso terapéutico da M. ilicifolia. Apesar disso, n&o
existem trabalhos correlacionando os efeitos terapéuticos da M. ilicifolia com o seu
conteudo de taninos. Além disso, SOUZA-FORMIGONI et al. (1991) verificaram que
no infuso das folhas da planta apenas 0,2% de taninos estado presentes, fortemente
sugerindo que outros compostos obtidos pela infusdo possam colaborar para o seu

efeito antiulcera.

2.1.2. Descrigao Botanica

Segundo CARVALHO-OKANO (1992), o género Maytenus é constituido por
225 espécies e esta representado, no Brasil, por 77 espécies e 14 variedades,
incluindo representantes arbodreos, arbustivos e subarbustivos. M. ilicifolia esta
enquadrada na sec¢ao Oxyphylla, cuja caracteristica € a presenga de espinhos no
bordo foliar. E um subarbusto ou arvore, ramificado desde a base, medindo até cinco
metros de altura. Os ramos novos sao glabros, angulosos, tetra ou multicarenados.
As folhas sdo coriaceas e glabras, as estipulas, inconspicuas, o peciolotemde 2a 5
mm de comprimento, o limbo, de 22 a 89 mm de comprimento e de 11 a 30 mm de
largura e as nervuras sdo proeminentes na face abaxial. A forma das folhas varia de
eliptica a estreitamente eliptica, com base aguda a obtusa e apice agudo a obtuso,
mucronado ou aristado; as folhas podem ter a margem inteira ou com espinhos, em
numero variavel, distribuidos regular ou irregularmente no bordo, geralmente
concentrados na metade apical de um ou de ambos os semilimbos.

M. ilicifolia é facilmente distinguivel das demais espécies da secgéo, pelos

ramos angulosos tetra ou multicarenados e frutos orbiculares de coloragao



vermelho-alaranjada. Contudo, é frequentemente confundida com M. aquifolium,
espécie-tipo da sec¢do, cujo nome comum também é espinheira-santa.
Algumas das caracteristicas descritas anteriormente podem ser verificadas na

Figura 1.

FIGURA 1 — Maytenus ilicifolia (folhas e frutos).



2.2. CARBOIDRATOS DE PLANTAS

Nas plantas, os carboidratos existem como monossacarideos,
oligossacarideos, polissacarideos e seus derivados, tais como: glicosideos
cianogénicos e fendlicos, flavonodides glicosilados e glicoproteinas (AVIGAD e DEY,
1997). Depois da agua, eles sdo os principais constituintes quimicos da maioria dos
tecidos e células das plantas, isto porque formam a parede celular, que € o suporte
estrutural para as células vegetais, entre outras estruturas. Consequentemente, os
carboidratos estruturais das plantas formam a mais abundante reserva de
compostos naturais disponivel na Terra e sdo certamente nosso mais importante

recurso natural renovavel (REID, 1997).

2.2.1. Parede Celular e Polissacarideos

Com muito poucas excegdes, as células das plantas sdo envolvidas pela
parede celular (REID, 1997). Ela confere resisténcia e forma para a célula, rigidez
para a planta toda, controla o crescimento celular, participa na comunicagao célula-
célula e protege a célula contra o ataque de patdégenos e predadores (BRETT e
WALDRON, 1990).

As paredes de células adjacentes encontram-se numa linha diviséria
conhecida como lamela média, que confere uma forte aderéncia célula-célula. As
células jovens, que ainda mantém a capacidade de divisdo e alongamento,
apresentam uma parede celular muito fina, com 0,1 a 1 um de espessura, chamada
parede celular primaria. Eventos metabdlicos na parede primaria sao de fundamental
importancia no processo de expanséo celular (REID, 1997).

Quando as células da planta perdem a capacidade de crescimento e divisao,
elas podem se diferenciar para células de varios tipos, algumas das quais tém
paredes celulares muito espessas. O espessamento € feito pelo depdsito da parede
secundaria entre a parede celular primaria e a membrana plasmatica da célula.
Células com espessamento de parede secundaria s&o muito importantes para

conferir rigidez aos tecidos da planta (REID, 1997).



Depois do completo espessamento secundario ocorre a deposigao, por toda a
parede celular, do polimero fendlico lignina, que confere dureza a planta. Esse
processo, chamado de lignificagdo, € usualmente seguido pela morte celular e pelo
desaparecimento do conteudo citoplasmatico (REID, 1997).

A parede celular das plantas € altamente organizada, apresentando muitos
polissacarideos diferentes, proteinas e substancias aromaticas. Destes, os
polissacarideos sdo o0s principais componentes da parede celular e de suas
armacgoes estruturais, e sao divididos em pectinas, hemiceluloses e celulose
(CARPITA e McCANN, 2000). A composicdo da parede celular primaria das
dicotiledbneas é, tipicamente, 25-40% celulose, 15-25% hemicelulose, 15-40%
material péctico e 5-10% proteinas e propor¢cdes muito pequenas de compostos
fendlicos. Ja a parede celular secundaria, muito mais espessa que a parede
primaria, consiste de 40-45% de celulose, 15-35% de hemicelulose, 15-30% de
lignina e quantidade negligenciavel de pectina (DEY et al., 1997).

As pectinas sdo, normalmente, extraidas com solugdes aquosas contendo
substancias como oxalato de aménio ou EDTA. Estas substancias facilitam a
extracdo desses polimeros, pois quelam o Ca2



glucuronomananas, xiloglucanas, calose (-glucanas com liga¢des 1 - 3), B-glucanas
1-3, 1-4 ligadas e arabinogalactanas tipo II (ASPINALL, 1980; BRETT e
WALDRON, 1990). Este ultimo tipo de polissacarideo também pode estar presente
em fragdes pécticas, associado a moléculas de RGI (CARPITA e GIBEAUT, 1993).

O grupo de PETER ALBERSHEIM foi o primeiro a propor um modelo para a
parede celular primaria das plantas, a partir de estudos das interconexdes dos
componentes macromoleculares, pectinas, hemiceluloses, celulose e proteinas, de
culturas de células em suspenséo de Acer pseudoplatanus (TALMADGE et al., 1973;
BAUER et al., 1973; KEEGSTRA et al., 1973).

ALBERSHEIM (1975) descreveu a parede celular das plantas (Figura 2) como
sendo composta por fibras de celulose ligadas por trés outros polissacarideos.
Muitas moléculas de xiloglucana estariam aderidas a superficie das fibras de
celulose por interagdes do tipo pontes de hidrogénio. Cada molécula de xiloglucana
seria ligada a uma cadeia de arabinogalactana, que por sua vez esta ligada a uma
molécula de ramnogalacturonana. Cada ramnogalacturonana poderia ligar-se a
varias arabinogalactanas vindas da mesma ou de outra fibra de celulose. Desse
modo, cada fibra de celulose poderia ser conectada por varias cadeias de
ramnogalacturonanas. Além disso, glicoproteinas também estariam presentes,
ligadas, por meio de suas unidades de agucar, as moléculas de
ramnogalacturonanas.

Mais recentemente, CARPITA e GIBEAUT (1993) propuseram dois modelos
distintos de parede celular primaria para angiospermas. As dicotiledéneas e
monocotiledbneas, com excegdo das gramineas, apresentam paredes ricas em
pectina e hemicelulose, denominadas paredes tipo |. As paredes primarias das
gramineas, chamadas tipo Il, contém muito pouca pectina e proporcionalmente mais
hemicelulose. Na parede celular primaria tipo | (Figura 3), microfibrilas de celulose
estdo entrelagadas por xiloglucanas e esta estrutura esta embutida numa matriz de
polissacarideos pécticos, acido poligalacturénico e ramnogalacturonana, este ultimo
substituido com pequenos grupos laterais de arabinana, galactana e
arabinogalactana. Na parede tipo Il, as microfibrilas de celulose sao entrelagadas
por glucuronoarabinoxilanas e apenas uma pequena quantidade de pectina esta
presente.
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2.2.2. Arabinogalactanas

Arabinogalactanas sao polimeros complexos, de dificil caracterizagao
(WHISTLER, 1970; ASPINAL, 1982), presentes na maioria das plantas superiores
(FINCHER et al., 1983). Elas sao encontradas nas mais diversas estruturas vegetais,
tendo sido ja isoladas a partir de folhas, caules, raizes, flores, sementes, gomas e
exsudatos vegetais (FINCHER et al., 1983; MENESTRINA, et al., 1998; DELGOBO
et al.,, 1998; DELGOBO et al., 1999; CIPRIANI et al. 2004; MELLINGER et al.,
2005b).

ASPINAL (1973) classificou as arabinogalactanas de plantas superiores em
dois grandes grupos ao constatar diferengcas nas ligagbes quimicas envolvidas na
formacéo da cadeia principal destas macromoléculas. As que apresentavam cadeia
principal de (1-4)B-D-galactanas foram denominadas de arabinogalactanas tipo |
enquanto as que tinham cadeia principal formada por (1 - 3) e (1 - 6)p-D-galactanas
foram classificadas como arabinogalactanas tipo Il

As arabinogalactanas tipo | (Figura 4), compostas por cadeias de (1-4)p-D-
galactanas, sdo encontradas somente em fragdes pécticas, geralmente associadas
as ramnogalacturonanas |. Elas apresentam, na maioria das vezes, unidades de
arabinose ligadas no O-3 das galactoses (CARPITA e GIBEAUT, 1993).

-4)-B-b-Galp-(1 - 4)-B-b-Galp-(1 - 4)-B-p-Galp-(1 - 4)-p-pD-Galp-(1 - 4)-3-bD-Galp-(1 -

a-L-Araf-(1 - 3)
a-L-Araf-(1-3)

FIGURA 4 - Estrutura das arabinogalactanas tipo | (CARPITA e GIBEAUT, 1993).
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As arabinogalactanas tipo Il (Figura 5) constituem um amplo grupo de cadeias
curtas de (1-3) e (1-6)pB-D-galactanas conectadas umas as outras por pontos de
ramificacdo em O-3 e O-6 e apresentam a maior parte das posicdes O-3 e O-6
restantes ocupadas por unidades de arabinose (CARPITA e GIBEAUT, 1993).
Apesar de apresentarem uma estrutura geral semelhante, a estrutura fina das
arabinogalactanas tipo Il varia muito de espécie para espécie (CARPITA e
GIBEAUT, 1993; ALBERSHEIM et al., 1996). A composigdo monossacaridica
geralmente apresenta variagbes, podendo o conteudo de arabinose atingir até 80%.
Também podem ser observados monossacarideos acidos, como acido glucurénico,
acido 4-O-metil-glucurénico e acido galacturénico (STEPHEN, 1983). Massas
molares variando de 9 kDa (PRESCOTT et al., 1995) até 100 kDa (D’ADAMO, 1990)
ja foram observadas.

As arabinogalactanas tipo |l estdo presentes na parede celular vegetal,
ramificando ou ndo as ramnogalacturonanas (STEPHEN, 1983). Elas podem,
também, estar ligadas a proteinas, constituindo uma classe de proteoglicanas
denominadas arabinogalactanas-proteinas. Estas proteoglicanas estdo envolvidas
no reconhecimento célula-célula e na regulagdo da expanséo e da divisdo celular
(FINCHER et al., 1983; VARNER e LIN, 1989; SCHINDLER et al., 1998).

- 3)-B-b-Galp-(1 - 3)-B-b-Galp-(1 - 3)-B-p-Galp-(1 - 3)-B-D-Galp-(1 - 3)-B-b-Galp-(1 - 3)-B-b-Galp-(1 - 3)-B-b-Galp-(1 -
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FIGURA 5 - Estrutura das arabinogalactanas tipo Il (CARPITA e GIBEAUT, 1993).
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2.2.3. Acidos Poligalacturdnicos e Ramnogalacturonanas |

Os acidos poligalacturénicos (PGAs) sdo homopolimeros helicoidais formados
por unidades de acido a-D-galacturbnico (1-4)-ligadas (CARPITA e GIBEAUT,
1993). As cadeias helicoidais antiparalelas de PGAs s&o capazes de condensar-se
pela ligagdo cruzada com o fon Ca?*, formando as chamadas zonas de juncdo do
acido poligalacturénico (FIGURA 3).

Ja as ramnogalacturonanas s&o polissacarideos ricos em acido galacturénico
e ramnose (REID, 1997). TALMADGE et al. (1973), analisando polissacarideos
pécticos, descreveram uma ramnogalacturonana cuja estrutura era constituida por
(1 -4)a-GalpA ligado, intercalado por residuos de (1-2)a-Rhap. Segundo eles, a
ramnogalacturonana apresentava sequéncias constituidas por grupos de
[-4)-a-D-GalpA-(1 - 2)-a-.-Rhap-(1 -] alternados com segmentos contendo
aproximadamente 8 unidades de acido galacturdénico 1-4 ligados. Além disso,
aproximadamente metade das unidades de ramnose apresentaria ramificacbées em
seu O-4.

As ramnogalacturonanas | (RG |) sdo heteropolimeros constituidos por
repeticdes do grupo dissacaridico [ - 4)-a-D-GalpA-(1 - 2)-a-L.-Rhap-(1 -] (McNEIL et
al., 1984; LAU et al.,, 1985; CARPITA e GIBEAUT, 1993). As RG | podem ser
estendidas por acido poligalacturénico em seus terminais e as unidades ramnosil
podem também interromper longos periodos de acido poligalacturénico. As RG | e
os PGAs formam os dois principais constituintes da matriz péctica da parede celular
dos vegetais superiores (CARPITA e GIBEAUT, 1993). Existem também as
ramnogalacturonanas Il (RG Il), as quais apresentam uma alta diversidade de
agucares, aléem de ramnose e acido galacturénico, formando estruturas altamente
complexas (CARPITA e GIBEAUT, 1993; REID, 1997).

As unidades de ramnose podem servir como pontos de ramificagdo da
estrutura principal. Consequentemente, por causa da frequéncia variavel de
unidades de ramnose, existem estruturas mais ramificadas que outras (REID, 1997).

RG | carregam cadeias laterais constituidas principalmente de unidades de
agucares neutros e nem todas as cadeias laterais foram ainda identificadas e
caracterizadas totalmente. Ramnogalacturonanas | de diferentes plantas contém
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proporgdes variaveis de polissacarideos neutros. Com base em suas altas massas
molares, estes componentes devem ser diferenciados das cadeias relativamente
curtas de RG |. Acreditava-se que os componentes pécticos neutros eram
polissacarideos distintamente separados. No entanto, hoje se sabe que, na parede
celular, eles sdo ancorados por polissacarideos pécticos acidos constituindo grandes
cadeias laterais (REID, 1997). Trés principais tipos de cadeias laterais de RG | sédo
conhecidos: as arabinanas, as galactanas e as arabinogalactanas (McNEIL et al.,
1984; KOMALAVILAS e MORT, 1989).

As cadeias laterais das RG | estdo fixadas no O-4 das unidades de ramnose
(McNEIL et al., 1984). Em geral, quase metade das unidades de ramnose apresenta
cadeias laterais, mas isto pode variar de acordo com o tipo celular e o estado
fisiologico. Além disso, unidades de acido galacturbnico podem ser acetiladas na
posicao O-3 (KOMALAVILAS e MORT, 1989).

2.2.4. Xilanas

As xilanas sdo os mais abundantes polissacarideos nao-celulésicos da
maioria das angiospermas. Constituem de 20 a 30% do peso seco dessas plantas e
séo principalmente encontradas nas suas paredes secundarias (ASPINALL, 1980).

Xilanas isoladas de diferentes espécies vegetais apresentam grande
variedade estrutura, mas normalmente apresentam uma cadeia principal de (1 -4)p3-
D-xilopiranose. Muito poucas xilanas lineares de plantas foram isoladas. As
heteroxilanas sdo as mais frequentemente encontradas e apresentam as suas
cadeias principais substituidas por diversos monossacarideos neutros ou acidos, ou
ainda por oligossacarideos (JOSELEAU et al., 1992; DINAND e VIGNON, 2001).
Grupamentos O-acetil, geralmente, também estdo presentes em xilanas (REICHER
e CORREA, 1982; REICHER et al., 1984; REICHER et al., 1989; REICHER et al.,
1994). A Figura 6 mostra as principais substituicbes encontradas nas heteroxilanas,
sendo estas localizadas nos carbonos C-2 e C-3 das unidades de xilopiranose.
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(OAc)
0 10
oR —_—

R: a-D-GlupA-(1-2)
4-0O-Me- a-D-GlupA-(1-2)
a-L-Araf-(1-3)
a-L-Araf-(1-2)
B-b-GalpA-(1-5) a-L-Araf~(1 - 3)
B-b-XilpA-(1 - 2) a-L-Araf-(1-3)
o-L-Araf-(1-2,1-3e1-2,3 Argf)r-(1-3)
Feruloil, cumaroil, lignina
(OAC): O-acetil

FIGURA 6 — Principais cadeias laterais substituintes das xilanas
(JOSELEAU et al., 1992).

As xilanas estdo firmemente associadas as microfibrilas de celulose por meio
de pontes de hidrogénio, com uma forga de ligagdo inversamente proporcional ao
grau de substituicdo da cadeia principal (VARNER e LIN, 1989). Algumas unidades
acidas, substituintes das xilanas, apresentam-se ligadas a lignina por ligagcéo éster
(DAS et al., 1981). Além disso, elas também podem estar ligadas a proteinas na
parede secundaria (GREGORY et al., 1998). Por causa destas fortes interagdes, séo
necessarias altas concentragdées de alcali para a extracdo das xilanas (CARPITA,
1984; SUN et al., 2001).
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2.2.6. Atividades Bioldgicas de Polissacarideos de Plantas

Atividades imunoestimulante, antitumoral, antiviral e anticoagulante s&o as
mais comumente descritas para polissacarideos obtidos das mais variadas fontes
(BOHN e Be MILLER, 1995).

Polissacarideos obtidos de plantas também tém demonstrado ser
biologicamente ativos, incluindo atividade antiviral, antitumoral, imunoestimulante,
antiinflamatéria, anticomplemento, anticoagulante, hipoglicemiante e, também,
atividade antitlcera (SRIVASTAVA e KULSHVESHTHA, 1989; CAPEK et al., 2003;
YAMADA, 1994; NERGARD et al., 2005).

2.2.7. Atividade Antiulcera de Polissacarideos

Um método comumente utilizado para a verificagao da atividade antiulcera de
extratos de plantas consiste na verificagdo da protecdo que o extrato proporciona
contra lesGes gastricas induzidas por etanol em ratos (ROBERT et al., 1979).

A atividade antiulcera de varias plantas, incluindo Panax ginseng (SUN et al.,
1992a; SUN et al., 1992b); Angelica sinensis (CHO et al., 2000; YE et al., 2003),
Bupleurum falcatum (YAMADA, 1994), Cochlospermum tinctorium (NERGARD et al.,
2005) e Strychnos potatorum (SANMUGAPRIYA e VENKATARAMAN, 2007), tem
sido atribuida a polissacarideos presentes nos extratos avaliados. Apesar disso,
apenas SUN et al. (1992b) e YAMADA (1994), estudando as plantas Panax ginseng
e Bupleurum falcatum, respectivamente, avaliaram a atividade antiulcera gastrica de
polissacarideos purificados, sendo ambos caracterizados como polissacarideos
pécticos, contendo altos teores de acido galacturénico.

Os demais trabalhos mostraram apenas a atividade de extratos brutos
contendo polissacarideos em mistura (CHO et al., 2000; YE et al., 2003; NERGARD
et al., 2005; SANMUGAPRIYA e VENKATARAMAN, 2007). NERGARD et al. (2005)
relacionaram a atividade antiulcera a presenga de arabinogalactana tipo Il péctica no
extrato bruto avaliado.

Possiveis mecanismos para o efeito gastroprotetor dos polissacarideos sao a
habilidade destes polimeros de se ligar a superficie da mucosa gastrica, atuando
como uma camada protetora; atividade anti-secretora de suco gastrico; protecdo da
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mucosa pelo aumento da sintese de muco; e sequestro de radicais livres
(NERGARD et al., 2005; YAMADA, 1994; MATSUMOTO et al., 1993).

Polissacarideos pécticos, obtidos por extracdo aquosa, estdo entre os
principais envolvidos com a atividade antiulcera gastrica atribuida a polissacarideos
(SUN et al.,, 1992b; YAMADA, 1994; NERGARD et al., 2005). Dessa forma,
acreditamos que a partir de uma extracido aquosa branda popularmente utilizada
para a producido de cha, tal como a infusdo, polissacarideos pécticos possam ser
obtidos e, ent&o, colaborar para a atividade farmacologica da M. ilicifolia.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. MATERIAL DE ESTUDO

Folhas de Maytenus ilicifolia, coletadas em Campo Magro, na regiao
metropolitana de Curitiba. Esse material foi gentilmente fornecido pela Central de
Producédo e Comercializagdo de Plantas Medicinais, Aromaticas e Condimentares do
Parana Ltda.

A amostra foi identificada pelo Prof. Dr. Olavo Guimaraes, do Departamento de
Botanica da UFPR. Exemplares da mesma espécie, coletados em Curitiba, estao
depositados no herbario do Departamento de Botanica da UFPR sob os numeros
30842 e 43795.

4.2. EXTRAGCAO DOS POLISSACARIDEOS

4.2.1. Obtencgao de Polissacarideos por Infuséo

Fragdes de 100 g de folhas secas trituradas foram submetidas a extragéo por
infusdo com 1 litro de agua destilada fervente, até a mistura atingir temperatura
ambiente (~6 h). Um total de 2 kg de folhas foi utilizado. Os extratos foram filtrados,
concentrados em rotaevaporador até pequeno volume e precipitados com etanol (3
volumes) para a obtengédo dos polissacarideos. O material precipitado foi dialisado,
concentrado em rotaevaporador e liofilizado.

Antes de iniciar os processos de fracionamento dos polissacarideos, o
material foi tratado com TCA 5% para desproteinizacdo. O material insoluvel em
TCA foi separado por centrifugacdo. As fragdes soluvel e insoluvel em TCA foram,
entdo, neutralizadas, dialisadas e liofilisadas.
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4.2.2. Obtencao de Polissacarideos por Extracao Aquosa e Alcalina Sob Refluxo

4.2.2.1. Deslipidificagdo e despigmentacgao

Folhas trituradas (350 g) foram deslipidificadas e despigmentadas com
cloroformio-metanol (2:1 v/v; 1 1), sob refluxo em banho-maria, por 2 horas. Este
processo foi repetido trés vezes e o residuo foi seco para ser submetido a extragao
dos polissacarideos.

4.2.2.2. Extragdo aquosa

O residuo seco da extragdo com cloroféormio-metanol foi submetido a extragao
aquosa (1 1), sob refluxo, por 3 horas (3 vezes). Apds cada etapa, o extrato aquoso
foi filtrado a quente. O material foi reunido, concentrado em rotaevaporador até
pequeno volume, precipitado com etanol (3 volumes) e centrifugado a fim de separar
o precipitado do sobrenadante. O precipitado foi, entdo, dialisado e liofilizado.

4.2.2.3. Extragao alcalina

O residuo da extragdo aquosa foi submetido a extragdo com KOH 2% (1 1), na
presenga de NaBH4, sob refluxo, por 3 horas (3 vezes). Apos cada etapa, o extrato
foi filtrado a quente. O material foi reunido, neutralizado com acido acético glacial,
concentrado até pequeno volume, dialisado e liofilizado.

O residuo da extragc&o anterior foi, em seguida, extraido com KOH 10% (1 1),
sob refluxo em banho-maria, por 3 horas (3 vezes). Apds cada etapa, o extrato foi
filtrado a quente. O material foi reunido, neutralizado com acido acético glacial,

concentrado até pequeno volume, dialisado e liofilizado.
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4.3. PURIFICACAO DOS POLISSACARIDEOS

4.3.1. Fracionamento dos Polissacarideos por Congelamento e Degelo

As fragbes submetidas a este processo foram solubilizadas em agua
destilada, congeladas e, posteriormente, descongeladas a temperatura ambiente. O
precipitado, insoluvel em agua fria, foi separado por centrifugagédo (10.000 rpm / 15
min a 4 °C). Esse processo foi repetido diversas vezes, até que a partir do
sobrenadante aquoso n&o se formasse mais precipitado apos congelamento e
descongelamento, e a partir do residuo aquoso, apoés tentativa de solubilizagdo em
agua, fosse obtido um sobrenadante limpido. Apds essas etapas, os sobrenadantes

e precipitados foram reunidos, concentrados e liofilizados.

4.3.2. Fracionamento dos Polissacarideos pelo Método de Fehling

As fracOes submetidas ao fracionamento pelo método de Fehling (JONES e
STOODLEY, 1965) foram solubilizadas diretamente na solu¢ao B de Fehling (KOH +
tartarato de sédio e potassio) e a estas se adicionou igual volume da solugéo A de
Fehling (sulfato de cobre). Apds forte agitagdo manual, o material permaneceu 24 h
sob agitacdo mecanica. O precipitado obtido foi separado do sobrenadante por
centrifugagdo (10.000 rpm / 15 min a 25 °C). Tanto o precipitado quanto o
sobrenadante foram neutralizados com &acido acético, dialisados, agitados em
suspensao aquosa de resina catidnica fortemente acida para eliminar o cobre
residual, e novamente dialisados. As fragdes, sobrenadante e precipitado de Fehling,

foram concentradas e liofilizadas.

4.3.3. Tratamento com a-amilase

Polissacarideo em uma concentragdo de 10 mg/ml foi tratado com a-amilase
de Bacillus licheniformis (SIGMA). A reag&o ocorreu com 100 unidades/ml de enzima
em tampéo fosfato 20 mmol/l, pH 6,9, contendo 6,7 mmol/l de NaCl, a 20 °C por 30
min. Posteriormente a enzima foi removida por precipitagdo com TCA 5%, seguida
de centrifugagao. O sobrenadante foi, entdo, dialisado e liofilizado.
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4.3.4. Fracionamento dos Polissacarideos por Ultrafiltracdo e Dialise

A fracdo submetida a este processo foi ultrafiitrada em membranas com
limites de exclus&o de 300 e 30 kDa (Millipore), respectivamente. As ultrafiltragbes
foram realizadas por um sistema de filtragdo modelo 16249 (Sartorius), acoplado a
um cilindro de ar comprimido.

Posteriormente, o material eluido na membrana com limite de exclusdo de 30
kDa foi dialisado em membrana com limite de exclusdo de 16 kDa, rendendo duas

fracoes: uma dialisavel e uma nao-dialisavel.

4.4. ANALISE ESTRUTURAL DOS POLISSACARIDEOS ISOLADOS
4.4.1. Composi¢cao Monossacaridica

As composi¢cdes monossacaridicas foram determinadas apds a hidrélise de 2
mg dos polissacarideos, com 1 ml de TFA 2 mol/l, a 100 °C em estufa, por 8 h. As
solucdes foram evaporadas até a secura e o residuo dissolvido em 1 ml de H20, ao
qual 2 mg de NaBH; ou NaBD4 foram adicionados. Apdés 18 h, acido acético foi
adicionado, as solugdes evaporadas até a secura e o acido bdrico resultante
removido como borato de trimetila, por repetidas evaporacdes com metanol
(WOLFROM e THOMPSON, 1963a). Os alditois obtidos foram acetilados com uma
mistura de anidrido acético-piridina (1:1 v/v; 2 ml), a temperatura ambiente,
‘overnight”. As reagdes foram interrompidas com gelo e os acetatos de alditéis
extraidos com cloroférmio, o qual foi lavado diversas vezes com solugcdo aquosa de
CuSO4 a 5% para a eliminagao da piridina residual. A fase cloroférmica foi, entao,
desidratada com Na,COs anidro, filtrada e evaporada a temperatura ambiente
(WOLFROM e THOMPSON, 1963b). Os acetatos de alditois foram analisados por
GC-MS e identificados pelos seus tempos de retencédo e perfis de fragmentagao
obtidos por impacto de elétrons.
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4.4.2. Metilagédo dos Polissacarideos e Analise na Forma de Acetatos de Alditois

Os polissacarideos (5 mg) foram metilados pelo método de CIUCANU e
KEREK (1984). O polissacarideo a ser metilado foi solubilizado em 1 ml de Me,SO.
Excesso de NaOH triturado e seco foi adicionado a solugao, seguido pela adi¢éo de
1 ml de CHsl, agitagcdo em vortex por 30 min e repouso por 24 h. A metilagdo foi
interrompida com agua destilada sob banho de gelo e a solugdo acidificada com
acido aceético. O polissacarideo metilado foi extraido com cloroférmio e lavado
diversas vezes com agua destilada. A fase cloroférmica foi evaporada e o material
hidrolisado com H2SO4 50% (v/v; 0,5 ml) por 1 h a 0 °C, seguido pela dilui¢do a 5,5%
(v/v; adigao de 4,0 ml de agua destilada) e aquecimento a 100 °C por 17 h (SAEMAN
et al., 1954). O material hidrolisado foi neutralizado com BaCOs3, filtrado, reduzido
com NaBD4 e acetilado (item 3.4.1). Os acetatos de alditéis parcialmente metilados
foram analisados por GC-MS e identificados pelos seus tempos de retencao e perfis
de fragmentag&o obtidos por impacto de elétrons (JANSSON et al., 1976; SASSAKI
et al., 2005).

4.4.3. Degradacéo Controlada de Smith

O polissacarideo (300 mg) submetido a degradacao controlada de Smith foi
oxidado com 30 ml de NalO4 0,05 mol/l, a temperatura ambiente, na auséncia de luz,
por 72 h. A reagao foi interrompida pela adicdo de etilenoglicol, a solugdo foi
dialisada, e os polialdeidos resultantes foram reduzidos com NaBH4. Apés
neutralizagdo com acido acético e dialise, o material foi parcialmente hidrolisado com
TFA pH 2,0, por 30 min a 100 °C (HAY et al., 1965). Em seguida, o material foi

dialisado em membranas com limite de exclusdo de 2 kDa e liofilizado.

4.4.4. Carboxi-Reducéao

O processo de carboxi-reducéo foi realizado segundo TAYLOR e CONRAD
(1972), e consiste na reacdo de acidos carboxilicos com carbodiimidas, gerando
ésteres que podem ser reduzidos na presenca de NaBH4. Neste caso, as unidades
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de acidos urbnicos de um polissacarideo sdo convertidas no seu agucar neutro
correspondente.

O polissacarideo (100 mg) a sofrer carboxi-redugéao foi dissolvido em 10 ml de
tamp&o MES [acido 2-(N-morfolina)-etanosulfénico] (0,2 mol/l, pH 4,75) e a este se
adicionaram, pouco a pouco e sob agitacédo, 24 mg de carbodiimida [ciclo-hexil-3-(2-
morfolinoetil)carbodiimida] para cada 1 mg de acido urdnico contido na amostra. A
mistura de reacgdo ficou sob agitacdo por um total de duas horas. Em seguida,
adicionou-se tamp&o TRIS (2 mol/l, pH 7,0) até pH 7,0 (5 ml) e, posteriormente,
acrescentou-se NaBH,4 para uma concentragao final de 2 mol/l (1,13 g). A reducgéo
ocorreu “overnight” e foi interrompida pela adicdo de &acido acético até pH 5.
Finalmente, o material foi dialisado em membranas com limite de exclus&o de 8.000
Da durante 48 horas, concentrado e liofilizado. Todo o processo de carboxi-reducao
foi repetido mais uma vez, para garantir a eficacia do procedimento. A Unica
diferenca foi que, no segundo processo, apenas a metade de carbodiimida foi

utilizada.

4.5. TESTE DE HOMOGENEIDADE E DETERMINAGAO DA MASSA MOLAR

4.5.1. Cromatografia de Exclusdo Estérica de Alta Performance com Detector de
Espalhamento de Luz de Multiangulos (HPSEC-MALLS)

Os ensaios de homogeneidade e determinagdo de massa molar foram
realizados no aparelho da Wyatt Technology, equipado com um cromatdgrafo de
exclusdo estérica de alta performance (HPSEC), com quatro colunas ultrahydrogel
2000, 500, 250 e 120 acopladas em série (com limites de exclusdo de 7.10°, 4.10°,
8.10* e 5.10°, respectivamente), um detector de indice de refracdo, modelo Waters
2410, e um detector de espalhamento de /laser multiangulo (MALLS) a 632,8 nm,
modelo Dawn DSP, que promove a leitura do espalhamento de luz, que é captado
em diferentes intensidades por detectores em diferentes angulos.

Como eluente, foi usada uma solugdo de NaNO, 0,1 mol/l contendo NaN3 0,2
g/l, com fluxo controlado de 0,6 ml/min. As amostras foram solubilizadas na solugéo

usada como eluente, para uma concentragao final de 1 mg/ml, e filtradas através de
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membrana de acetato de celulose (MILLIPORE) com didmetro médio dos poros de
0,22 pm. Uma quantidade de 200 pl foi injetada e os resultados foram obtidos com o
software ASTRA 4.70.07.

A obtencdo da massa molar foi realizada apds a determinacdo da taxa de
variagdo do indice de refragdo com relagdo a concentragdo (dn/dc), para as
amostras que apresentaram um perfil homogéneo de eluigdo, uma vez que essa é
uma caracteristica especifica de cada molécula. A amostra foi solubilizada na
solugdo usada como eluente, para uma concentracdo final de 1 mg/ml, e filtrada
através de membrana de acetato de celulose (MILLIPORE) com diametro médio dos
poros de 0,45 um. A amostra foi diluida para as concentragdes de 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 e
1,0 mg/ml e analisada utilizando-se apenas o detector de indice de refragao, com as
colunas desacopladas. O fluxo do solvente foi de 0,1 ml/min, uma quantidade de 200
pl de amostra foi injetada no equipamento e os resultados foram obtidos com o
software ASTRA 4.70.07.

4.6. METODOS ANALITICOS

4.6.1. Método Cromatografico

4.6.1.1. Cromatografia liquido-gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS)

A cromatografia liquido-gasosa acoplada a espectrometria de massa foi
realizada em cromatografo Varian Saturn 2000R - 3800 acoplado a um
espectrémetro de massa 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 alditois foram analisados a uma temperatura de 50 —
220 °C (40 °C/min) e os acetatos de alditdis parcialmente metilados a uma
temperatura de 50 — 215 °C (40 °C/min).
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4.6.2. Método Espectroscdpico

4.6.2.1. Ressonancia magnética nuclear (RMN)

As analises de RMN foram realizadas em espectrometro Bruker Avance-DRX-
400 MHz, do Departamento de Bioquimica da Universidade Federal do Parana. As
amostras foram analisadas em uma sonda invertida de 5 mm de diédmetro, as
temperaturas de 50 °C ou 70 °C, utilizando como solventes DO ou Me>SO-ds. Os
deslocamentos quimicos (&) foram expressos em p.p.m. e acetona (6 30,2) ou

Me,SO-ds (6 39,5) foram utilizados como padrdes internos.

4.6.3. Métodos Espectrofotométricos

4.6.3.1. Dosagem de acidos urdnicos

A determinacdo de acidos urénicos foi realizada segundo FILISETTI-COZZI e
CARPITA (1991). Foi utilizado 0,4 ml de amostra (sensibilidade de 2 — 38,8 ug de
acido urénico em 0,4 ml), sobre a qual adicionaram-se 40 pl de uma solugéo de
acido sulfamico-sulfamato de potassio 4 mol/l (pH 1,6). Em seguida, foram
adicionados 2,4 ml de tetraborato de sédio (75 mmol/l em acido sulfurico). A solugéo
foi agitada em vortex e aquecida em banho-maria fervente por 20 min. Apds resfriar
os tubos até a temperatura ambiente (em banho de gelo), adicionaram-se 80 pl de
meta-hidroxibifenila (0,15% p/v em NaOH 0,5% p/v) e agitou-se novamente em
vortex. A presenca de acidos urdnicos € visualizada pelo aparecimento de uma
coloracgéo rosea. A sensibilidade do método é de 0,97-38,8 ug de acido urdnico (em
0,4 ml de amostra), com leitura em 525 nm. O acido glucurdnico foi utilizado como

padréo.

4.6.3.2. Dosagem de proteinas totais

A dosagem de proteinas totais foi realizada pela precipitagdo das proteinas
pelo método de PETERSON (1977) e determinagcdo pelo método de HARTREE
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(1972). Para a precipitagao utilizou-se 1 ml de amostra sobre a qual foi adicionado
0,1 ml de deoxicolato (0,15%). A solucdo foi agitada e mantida por 10 min a
temperatura ambiente. Em seguida adicionou-se 0,1 ml de TCA (72%), agitou-se e
centrifugou-se a 13.000 rpm durante 2 min. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado ressuspendido em 1 ml de agua destilada para a determinagdo de
proteinas. Sobre esse 1 ml foi adicionado 0,9 ml do reagente A (2 g de tartarato
duplo de sédio e potassio e 100 g de Na,CO3z; em 500 ml de NaOH 1 mol/l s&o
dissolvidos em 1000 ml de agua destilada q.s.p.). A solugdo permaneceu em banho-
maria a 50 °C durante 10 min. Em seguida ela foi resfriada até a temperatura
ambiente e adicionou-se 0,1 ml do reagente B (2 g de tartarato duplo de sodio e
potassio e 1 g de CuS0O4.5H,0 dissolvidos em 90 ml de agua destilada, sobre os
quais se adicionam 10 ml de NaOH 1 mol/l), permanecendo 10 min a temperatura
ambiente. Em seguida, adicionaram-se 3 ml do reagente C (1 ml de reagente de
Folin Ciocalteau 2 N diluido em 15 ml de agua destilada, sendo o volume final 16
ml), e a solugdo permaneceu em banho-maria a 50 °C durante 10 min e em seguida
foi resfriada a temperatura ambiente. A presenca de proteinas € visualizada pelo
aparecimento de uma coloragao arroxeada. A sensibilidade do método € de 10-100
pg/ml de proteina, com leitura em 650 nm. Soroalbumina bovina foi utilizada como

padréo.

4.7. AVALIACAO DA ATIVIDADE GASTROPROTETORA

4.7.1. Animais

Ratos Wistar fémeas (180-200 g) do biotério da UFPR mantidos sob
condi¢ao-padréo de laboratorio (ciclo de 12 h dia/noite e temperatura de 22 + 2 °C).
Racdo (Nuvital”, Curitiba/PR, Brasil) e 4gua foram disponibilizadas ad libitum. Os

animais foram deixados em jejum por um periodo de 15-18 h antes do experimento.
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4.7.2. Inducéo de Les&o Gastrica Aguda em Ratos

Ratos em jejum (n = 6 animais por grupo) foram tratados oralmente com
veiculo (H20, 0,1 ml/100 g de peso corporeo), omeprazol (40 mg/kg), AG (3, 10, 30
mg/kg), PGA (1, 10, 100 mg/kg) ou HX (10, 30, 100 mg/kg) 1 h antes da
administracdo de etanol 75% ou 80% v/v (0,5 ml/200 g). Os animais foram
sacrificados por deslocamento cervical 1 h apds o tratamento com etanol (ROBERT
et al., 1979). Os estdmagos foram removidos, a mucosa gastrica exposta e a leséo
gastrica quantificada usando a seguinte férmula: area lesionada (mm?) =
comprimento da lesdo (mm) x largura da lesdo (mm), como descrito por
(ZAYACHKIVSKA et al., 2005).

4.7.3. Analise Estatistica

Os dados foram expressos como media + erro medio padrdo. A significancia
estatistica dos resultados foi determinada usando anadlise de variéncia seguida pelo
teste de Bonferroni. Os dados foram considerados diferentes para um nivel de
significancia de p < 0,05. A dose efetiva 50% (EDsp) foi calculada pela adaptacao
dos danos na equagédo: Vi/Vo = 1/(1 + [l}/ICsp), usando o KhaleidaGraph 3.0 para
Windows (Synergy Software, PA, USA), onde Vi = atividade total, Vo = atividade

residual.
4.8. OBTENCAO DO COMPOSTO VASORRELAXANTE
4.8.1. Extragdo com Cloroférmio-Metanol
Folhas trituradas (118 g) foram deslipidificadas com a mistura de solventes
cloroformio-metanol (2:1 v/v; 0,5 I), sob refluxo em banho-maria, por 2 horas (3

vezes). Apos cada etapa, o extrato cloroférmio-metandlico foi filtrado a quente. No

final do processo, o residuo foi seco para sofrer o préximo processo de extragao.
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4.8.2. Extragdo com Metanol-Agua

O residuo da extragdo com cloroférmio-metanol foi submetido a extragdo com
metanol-agua (4:1 v/v; 0,5 1), sob refluxo em banho-maria, por 2 horas (2 vezes).
Apos cada etapa, o extrato metanol-aquoso foi filtrado a quente. No final do

processo, o residuo foi seco para, finalmente, sofrer extracdo aquosa.

4.8.3. Extragdo Aquosa

O residuo da extragdo com metanol-agua foi submetido a extragcdo aquosa
(0,5 1), sob refluxo em banho-maria, por 3 horas (2 vezes). Apds cada etapa, o
extrato aquoso foi filtrado a quente, concentrado em rotaevaporador até pequeno
volume, precipitado com etanol (3 volumes) e centrifugado, a fim de separar o
precipitado do sobrenadante. A fragdo soluvel em etanol foi evaporada até a secura
em rotaevaporador, solubilizada em pequeno volume de agua destilada e liofilizada,
rendendo a fragdo denominada ES.

4.9. PURIFICAGAO E ANALISE DO COMPOSTO VASORRELAXANTE

A presenca do composto vasoativo, nas fragdes obtidas pelos processos de
purificagao, foi verificada pela analise do efeito vasorrelaxante de cada fragédo. Esta
etapa do trabalho foi realizada no Depto. de Farmacologia deste Setor, pela Ms.
Yanna Dantas Rattmann, sob a orientacdo dos professores Dr. José Eduardo da
Silva Santos e Dr?. Maria Consuelo A. Marques.

4.9.1. Determinagéo do Efeito Vasorrelaxante

A avaliagdo do efeito vasorrelaxante foi realizada em anéis de aorta de ratos
com endotélio vascular integro, previamente contraidos pela incubagdo com
fenilefrina (1 yM). Durante a fase ténica da contracdo, ES ou as fra¢des resultantes
do seu fracionamento, foram administradas. Os registros das respostas vasculares

foram obtidos por meio de um sistema composto por transdutores isométricos
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(modelos TRI 210 da Letica Scientific Instruments e F1202 da CB Sciences, EUA),
acoplados a um amplificador de sinais (Modelo ML 130, MacLab ADI Instruments,
EUA), conectados a um computador contendo um software de integragdo (Chart
v3.6.8, PowerLab/MacLab, ADI Instruments, EUA).

4.9.2. Partigao Liquido/Liquido de ES

ES (1 g) foi solubilizado em 60 ml de agua e particionado com 30 ml de
acetato de etila (3 vezes). As fragbes aquosa e organica foram concentradas,

liofilizadas e analisadas quanto a atividade vasorrelaxante.
4.9.3. Fracionamento da Fracado Acetato de Etila

Apos a particao liquido/liquido, o material presente na fracdo acetato de etila
(90 ml) apresentou-se soluvel. Contudo, depois de liofilizado, parte do material
apresentou-se insoluvel quando tratado com pequeno volume de acetato de etila (20
mL). A solubilizagdo completa sé foi alcangada por aquecimento, mas, com o
resfriamento da solugdo, parte do material voltava a precipitar. Esta parte foi
separada por centrifugacéo. As fragdes soluvel e insoluvel em pequeno volume de
acetato de etila foram analisadas quanto a atividade vasorrelaxante.

4.9.4. Analise do Composto Vasoativo (RMN-"*C e GC-MS)

Andlise de RMN-"3C foi realizada em espectrometro Bruker (item 4.6.2.1),
utilizando uma sonda invertida de 5 mm de diametro, Me,SO-ds como solvente e
temperatura de 40 °C. Os deslocamentos quimicos (d) foram expressos em p.p.m,
relativos ao Me>SO-ds em 0 39.5.

Andlise de GC-MS foi realizada em cromatografo Varian (item 4.6.1.1),
utilizando a coluna capilar DB-225MS (30 m x 0,25 mm) e hélio ultrapuro, a um fluxo
de 1,5 ml/min, como gés de arraste. A temperatura de andlise foi mantida em 50 °C
por 3 min e, entdo, elevada até 215 °C a 40 °C/min, mantendo esta temperatura até
o final da analise (60 min). A amostra (fracdo ES) foi derivatizada com
bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA) em piridina (1:1 v/v) por 15 min, em estufa



32

a 100 °C. Os derivados trimetilsilil (TMS) resultantes foram extraidos com cloroférmio
e analisados. Catequina-TMS e epicatequina-TMS foram identificadas pelos seus
tempos de retengdo e perfis de fragmentagdo obtidos por impacto de elétrons,
quando comparados com padrdes de catequina-TMS e epicatequina-TMS,
preparados a partir de padrées nao-derivatizados Sigma.

4.9.5. Quantificagdes de Catequina e Epicatequina Presentes em ES por HPLC

As analises foram realizadas em cromatégrafo SHIMADZU (LC-10A) com
deteccdo por UV em 280 nm (SPD-10A) a temperatura de 25 °C. Foi utilizada uma
coluna Phenomenex Synergi Fusion-RP 80 (4u, 4,6 x 250 mm) a 25 °C. A fase
moével foi uma mistura de duas solugdes (25% da solugédo B em A) desgaseificada
com gas hélioo A = 1% de acido acético em agua (Mili-Q); B =
acetonitrila:agua:acido acético em uma proporgéo de 50:49:1. O fluxo utilizado foi de
0,8 ml/min. As amostras foram solubilizadas em agua ultrapura, filtradas através de
membranas de acetato de celulose (MILLIPORE) com diametro médio de poros de
0,22 pm e, entdo, analisadas. O volume de injec&o foi de 10 pl e os picos referentes
a catequina e a epicatequina foram identificados comparando os tempos de retencao
com os padrdes Sigma. Os parametros utilizados neste ensaio foram adaptados de
SOARES et al. (2004).

Para a construcdo das curvas de calibragdo, solugdes aquosas de catequina
e epicatequina padrao, foram preparadas nas seguintes concentragdes: 10, 20, 40,
60, 80 e 100 pg/ml. As solugdes foram filtradas através de membranas de acetato de
celulose (MILLIPORE) com didmetro médio de poros de 0,22 um. As curvas de
calibragao foram obtidas por regressao linear e os resultados representam a média
de trés curvas obtidas por trés injecées de cada concentragéo.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. POLISSACARIDEO DO INFUSO

5.1.1. Extrac&o e Purificagéao

O cha de M. ilicifolia é popularmente preparado a partir da infusdo de suas
folhas com agua fervente. Para a obtencdo dos polissacarideos extraidos e
ingeridos no cha popular, folhas secas e moidas de M. ilicifolia sofreram extragao
por infusdo. A extracdo e as etapas de purificacdo dos polissacarideos sao
mostradas resumidamente na Figura 9.

Os componentes de alta massa molar do infuso foram separados dos de
baixa massa por tratamento com etanol, o qual resultou em um precipitado
(1,27 g%) contendo 8,6% de proteinas, além dos polissacarideos. TCA 5% foi
utilizado para promover a remog¢ao das proteinas por precipitacdo. O sobrenadante
obtido apresentou teor < 1% de proteinas e foi submetido ao processo de
fracionamento por congelamento e degelo, que resultou num precipitado. O
sobrenadante do processo anterior, que contém os polissacarideos soluveis em
agua fria, foi tratado com solugdo de Fehling (JONES e STOODLEY, 1965). O
componente sobrenadante da precipitacdo de Fehling (SobFeh) continha 10% de
glucose e apresentou um perfil heterogéneo quando analisado por cromatografia de
exclusao estérica de alta performance (HPSEC) (Figura 10). Antes de passar para a
préxima etapa de fracionamento, a fragcdo SobFeh foi tratada com a-amilase, que
reduziu o seu conteudo de glucose de 10% para 2%. O material foi, entao,
submetido a ultrafiltragdo em membranas com limites de exclusao de 300 e 30 kDa e
a dialise em membrana com limite de exclusdo de 16 kDa, sucessivamente. Ao final

das ultrafiltracdes e da dialise, foram obtidas quatro fragdes:

1 — Material retido na ultrafiltragdo em membrana de 300 kDa (300R);
2 — Material retido na ultrafiltragdo em membrana de 30 kDa (30R);
3 — Material n&o-dialisavel em membrana de 16 kDa (AG);

4 — Material dialisavel em membrana de 16 kDa (16D).
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Etanol 3V
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Infusdo: 1 1de H,O /100 g de material / 6 h

Sobrenadante (349 g) Precipitado (25,4 g)

TCA 5%

Sobrenadante (13,4 g)

Precipitado (5 g)

Congelamento e degelo

Precipitado (2,4 g) Sobrenadante (8,9 g)

Precipitacdo de Fehling

Precipitado (250 mg)

Sobrenadante (7,6 g) (SobFeh)

a-amilase, ultrafiltragdo (300 kDa cutoff)

Eluido

Retido (300R)

Ultrafiltracao (30 kDa cutoff)

Eluido

Retido (30R)

Dialise (16 kDa cutoff)

Dialisavel (16D) Nzo-dialisavel (AG)

FIGURA 9 - Fluxograma do processo de extragao e purificagdo dos polissacarideos
obtidos pela infusdo das folhas de M. ilicifolia.
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FIGURA 10 — Perfis de eluigdo em HPSEC, utilizando detector de indice de refragcao
(RID), das fragbes SobFeh, 300R, 30R, AG e 16D, obtidas pelos processos de
purificacdo dos polissacarideos extraidos pela infusdo das folhas de M. ilicifolia.

Valores de dn/dc e M,, s&o mostrados para o polissacarideo homogéneo AG.
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Analises em HPSEC mostraram que apenas a fracdo AG apresentou perfil
homogéneo de elui¢do (Figura 10). Isso possibilitou o calculo do dn/dc e da massa
molar meédia (M,) de AG, que corresponderam a 0,254 e 11.400 g/mol,
respectivamente. Este polissacarideo apresentou arabinose, galactose, acido
urénico, ramnose e glucose numa proporgao de 42:41:11:4:2, e por causa do seu
alto teor de arabinose e galactose, foi classificado como um polissacarideo
pertencente a classe das arabinogalactanas.

O processo de purificagdo dos polissacarideos do infuso foi acompanhado
pela analise da composicdo monossacaridica de todas as fracbes obtidas no curso
do fracionamento (Tabela 1), bem como por andlises de HPSEC e RMN-"°C das
fragdes 300R, 30R e AG (Figuras 10 e 11, respectivamente).

Analisando a Tabela 1, pode-se observar que arabinose e galactose sdo os
principais monossacarideos presentes em praticamente todas as fragdes, indicando
que o principal tipo de polissacarideo obtido pela infusdo € arabinogalactana.
Embora apenas a fragdo AG tenha apresentado um perfil homogéneo em HPSEC
apos os processos de purificagdo (Figura 10), a alta similaridade dos sinais dos
carbonos anoméricos nas andlises de RMN-°C das fracdes 300R, 30R e AG
(Figura 11) sugere que essas fracbes sdo formadas pelo mesmo polissacarideo,

diferindo apenas em relagéo a massa molar (Figura 10).
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TABELA 1 — COMPOSIGAO MONOSSACARIDICA DAS FRAGOES DERIVADAS DO INFUSO DAS

FOLHAS DE Maytenus ilicifolia.

Fracoes "' Rendimento Monossacarideos (%)
g % Rha Fuc Ara Xyl Man Gal Glc | PAc
Ppt etandlico 25,4 1,27 5 1 32 2 2 30 21 7
Sob TCA 13,4 0,67 4 1 36 2 2 34 15 6
Sob C/D 8,9 0,45 3 1 36 2 2 35 15 6
Ppt C/D 24 0,12 8 1 26 5 3 21 36 -
Sob Feh 7,6 0,38 2 - 42 1 1 37 10 7
Ppt Feh 0,25 0,01 3 2 15 10 16 23 22 9
300R 3,7 0,19 2 - 45 1 - 45 2 5
30R 1,9 0,10 2 - 44 1 - 45 2 6
AG 1,4 0,07 4 - 42 - - 41 2 11
16D 0,16 0,01 4 - 41 - 6 41 5 3

NOTAS: Andlise dos acetatos de alditéis por GC-MS. (1) Partindo de 2 kg de folhas secas; (2)
determinagéo de acidos urénicos segundo FILISETTI-COZZI e CARPITA (1991). Rha (ramnose); Fuc
(fucose); Ara (arabinose); Xyl (xilose); Man (manose); Gal (galactose); Glc (glucose); Ac (acido

urdnico); Ppt (precipitado); Sob (sobrenadante); C/D (congelamento e degelo); Feh (Fehling).
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FIGURA 11 — Espectros de RMN-"°C mostrando a similaridade das fragdes 300R, 30R
e AG, obtidas pelos processos de purificacdo dos polissacarideos extraidos pela
infusdo das folhas de M. ilicifolia. Experimentos realizados em D,0O, a 50 °C, com os

deslocamentos quimicos (d) expressos em ppm.



5.1.2. Caracterizagéo Estrutural de AG

Conforme apresentado anteriormente, AG € uma arabinogalactana contendo
arabinose, galactose, acido urbnico, ramnose e glucose numa propor¢gdo de
42:41:11:4:2 (Tabelas 1 e 2) e com M,, de 11.400 g/mol.

O espectro de RMN-"°C de AG (Figura 12A) mostrou um polissacarideo
complexo, com muitos sinais na regido de C-1 (6 99,3 — 109,1). Embora ele
contenha 11% de acidos urdnicos, nenhum sinal para grupos carboxilicos foi
observado. Sinais em 6 106,5, 106,9, 107,5 e 109,1 foram atribuidos ao C-1 de
unidades de a-L-Araf (DELGOBO et al., 1998; TISCHER et al., 2002; FRANSEN et
al., 2000), e aquele em 6 103,2 ao C-1 das unidades de (-D-Galp (DELGOBO et al.,
1998; TISCHER et al., 2002; FRANSEN et al., 2000; GORIN e MAZUREK, 1975). Os
sinais em & 16,7 e 99,7 foram atribuidos ao CH3-6 € ao C-1 das unidades de a-L-
Rhap, respectivamente (GORIN e MAZUREK, 1975; RENARD et al., 1998).

A analise de metilacdo (Tabela 3) mostrou que AG é um polissacarideo
altamente ramificado, contendo terminais n&o-redutores de Araf (2,3,5-Mes-Ara)
(21.5%) e Galp (2,3,4,6-Mes-Gal) (2%). As unidades de Ara foram substituidas em
O-5 (Araf) e/lou O-4 (Arap), e O-3, em acordo com os derivados 2,3-Me,-Ara
(14.5%), e 2,5-Me-Ara (6%), respectivamente. Contudo, de acordo com o espectro
de RMN-"3C (Figura 12A), a grande maioria das unidades de Ara esta na forma de
o-Araf (& 106,5 — 109,1). As unidades de Galp sdo 3-O
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FIGURA 12 — Espectros de RMN-"°C da arabinogalactana AG (A) e dos polissacarideos
obtidos apds um (AG-OR; B) e dois (AG-OR2; C) processos de degradagao controlada
de Smith realizados sobre AG. Experimentos realizados em D,O (A) ou Me,SO-ds (B e
C), a 50 °C, com os deslocamentos quimicos (d) expressos em ppm. DEPT de AG-OR

(inserto em B).
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5.1.2.1. Caracterizagao estrutural de AG: carboxi-redugéo

A estrutura do acido urdnico encontrado em AG foi determinada apds sua
carboxi-reducdo. Este processo transformou o monossacarideo acido em seu
monossacarideo neutro correspondente. O produto neutro (AG-CR) continha Ara,
Gal, 4-O-Me-Glc, Rha e Glc em uma propor¢cao molar de 42:47:5:4:2 (Tabela 2). O
aumento do conteudo de Gal de 41% para 47% e o aparecimento de 4-O-Me-Glc
apds a carboxi-redugao indicaram que unidades de GalA e 4-O-Me-GIcA estavam
presentes em AG. Dessa forma, os sinais no RMN-"3C (Figura 12A) em 5 99,3 e
59,7 foram atribuidos ao C-1 das unidades de a-GalpA (RENARD et al., 1998) e ao
CHOCH3-4 (MAURER-MENESTRINA et al., 2003) das unidades de 4-O-Me-GIcpA,
respectivamente.

A analise de metilagdo de AG-CR (Tabela 3) mostrou que as unidades de 4-
O-Me-GlcpA presentes em AG s&o todas terminais ndo-redutoras, de acordo com a
presencga de 2,3,4,6-Mes-Glc (5%). Além disso, as unidades de GalA presentes em
AG sio 4-O-substituidas, como mostrado pelo aparecimento do derivado metilado
2,3,6-Me3-Gal (5%) em AG-CR. A presenga de 3,4-Me,-Rha (1%) e 3-Me-Rha (3%)
indicou que unidades de Rhap 2-O- e 2-4-di-O-substituidos estdo também
presentes. Unidades de GalA 4-O-substituidas e Rha 2-O- e 2-4-di-O-substituidas
s&o componentes normais de ramnogalacturonanas do tipo | (RGI) (DONG e FANG,
2001; CARPITA e GIBEAUT, 1993). Estes polissacarideos sao formados pela
repeticdo de grupamentos [-4)-a-D-GalpA-(1- 2)-a-L-Rhap-(1-], frequentemente
tendo o C-4 das unidades de Rha substituidas por arabinanas, galactanas ou
arabinogalactanas (CARPITA e GIBEAUT, 1993). Assim, é proposto que as
unidades de GalA e Rha sejam originarias de uma RGI.

5.1.2.2. Caracterizagao estrutural de AG: degradagao controlada de Smith

Com o objetivo de obter a cadeia principal de AG, foi realizada uma
degradagdo controlada de Smith (HAY et al., 1965). De 500 mg de AG, foram
obtidos 130 mg de um polissacarideo resistente a oxidagado por NalO4, o qual foi
denominado AG-OR. Este continha Gal e Ara em uma propor¢ado molar de 97:3

(Tabela 2). As unidades de acido urdnico e a grande maioria das unidades de Ara
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foram eliminadas pela oxidagdo com periodato, indicando que elas eram
componentes de cadeias laterais de AG.

O espectro de RMN-"°C de AG-OR (Figura 12B) apresentou sinais em &
103,8 e 109,5 referentes ao C-1 das unidades de [3-Galp e a-Araf, respectivamente.
Os sinais em 0 68,3 (Figura 12B — inserto) e 82,5 pertencem aos C-6 e C-3 ligados
das unidades de -Galp, respectivamente.

A analise de metilagc&do (Tabela 3) mostrou que as unidades de Ara presentes
em AG-OR s&o todas terminais ndo-redutoras, de acordo com a presenga apenas
do derivado 2,3,5-Mes-Ara (3%). Terminais ndo-redutores de Galp também estéo
presentes, como mostrado pelo aparecimento do derivado 2,3,4,6-Mes-Gal (19%).
Os outros derivados encontrados em AG-OR foram 2,4,6-Mes-Gal (24%), 2,3,4-Mes-
Gal (29%) e 2,4-Me,-Gal (25%), indicando que a cadeia principal de AG é
constituida por unidades de Galp 3-O-, 6-0, e 3,6-di-O-substituidas.

AG-OR (80 mg) foi submetido a uma segunda degradacdo controlada de
Smith, rendendo 25 mg de um polissacarideo resistente a oxidacdo (AG-OR2). Este
continha 100% de unidades de Gal (Tabela 2), as quais foram distribuidas em
terminais nao-redutoras (20%), 6-O- (3%), 3,6-di-O-substituidas (14%), e
principalmente 3-O-substituidas (63%), de acordo com o aparecimento dos
derivados metilados 2,3,4,6-Mes-Gal, 2,3,4-Me3-Gal, 2,4-Mey-Gal e 2,4,6-Mes-Gal,
respectivamente (Tabela 3). Concordando com os resultados de metilagdo, a analise
de RMN-"°C de AG-OR2 (Figura 12C) mostrou um aumento do sinal em & 82,4, o
qual corresponde ao C-3 3-O-substituido das unidades de [-Galp, quando

comparado com AG-OR (Figura 12B).
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TABELA 2 — COMPOSIGCAO MONOSSACARIDICA DE AG, AG-CR, AG-OR E AG-OR2.

, mol %
Monossacarideo . 3 .
AG ® AG-CR ¥ AG-OR ® AG-OR2
Ramnose 4 4 - -
Arabinose 42 42 3 -
Galactose 41 47 97 100
Glucose 2 - -

4-O-Metil-Glucose
™ Acido urénico

11

NOTAS: Analise dos acetatos de alditéis por GC-MS. (1) determinagdo de acidos
urdnicos segundo FILISETTI-COZZI e CARPITA (1991); (2) AG carboxi-reduzido; (3)
Polissacarideo obtido apds um processo de degradagao controlada de Smith realizado
sobre AG; (4) Polissacarideo obtido apds dois processos de degradagéo controlada de

Smith realizados sobre AG.

TABELA 3 — PERFIL DOS ACETATOS DE ALDITOIS PARCIALMENTE METILADOS OBTIDOS
POR ANALISE DE METILAGAO DE AG, AG-CR, AG-OR E AG-OR2.

Derivado Metilado | Ligagdes @ te mol %
“AG ®'AG-CR | WAG-OR | ¥ AG-OR2
2,3,5-Mes-Ara terminal 0.834 21.5 20 3 -
3,4-Me,-Rha -)2- 0.967 - 1 - -
2,5-Me,-Ara -)3- 0.973 6 55 - -
2,3,4,6-Me,-Glc terminal 1.000 - 5 - -
2,3-Me,-Ara —)5- 1.025 14.5 12 - -
2,3,4,6-Me,-Gal terminal 1.039 2 19 20
3-Me-Rha -)2,4- 1.172 - - -
2,4,6-Me;-Gal -)3- 1.242 7 6.5 24 63
2,3,6-Me;-Gal -)4- 1.268 - 5 - -
2,3,6-Me;-Glc -)4- 1.291 2 - -
2,3,4-Me;-Gal -)6- 1.411 3 4 29 3
2,4-Me,-Gal -)3,6- 1.824 33 32 25 14

NOTAS: (1) tr = tempo de retengao relativo ao do 2,3,4,6-tetra-O-metilglucitol; (2) o conteudo de
acido urdnico de AG foi 11%, e de AG-CR, AG-OR e AG-OR2 foi 0%, de acordo com o método de
FILISETTI-COZZI e CARPITA (1991); (3) AG carboxi-reduzido; (4) Polissacarideo obtido apés um
processo de degradagao controlada de Smith realizado sobre AG; (5) Polissacarideo obtido apds
dois processos de degradagao controlada de Smith realizados sobre AG.
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5.1.2.3. Caracterizagao estrutural de AG: discusséo final

De acordo com os resultados apresentados, AG é uma arabinogalactana
contendo uma cadeia principal de unidades de (3-Galp (1 - 3)-ligadas, substituidas
em O-6 por cadeias laterais de [-Galp (1-6)-ligadas. As cadeias laterais séo
substituidas em O-3 por cadeias de a-Araf (1-5)- e (1 3)-ligadas, e terminais nao-
redutores de o-Araf e 4-O-Me-GIcpA. Esta arabinogalactana encontra-se
provavelmente ligada a uma RGI, por meio do C-4 de algumas unidades de Rha.
Arabinogalactanas que apresentam uma cadeia principal formada por unidades de
B-Galp (1 - 3)-ligadas, substituidas em O-6 por cadeias laterais de B-Galp (1-6)-
ligadas, sd&o denominadas arabinogalactanas do tipo Il, enquanto as
arabinogalactanas do tipo | apresentam uma cadeia principal formada por unidades
de B-Galp (1 -4)-ligadas (CARPITA e GIBEAUT, 1993).

As estruturas sugeridas de AG, RGI, AG-OR e AG-OR2 sdo mostradas na
Figura 13.
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FIGURA 13 — Esquema das estruturas sugeridas para AG (A), RGI (B), AG-OR (C) e
AG-OR2 (D). Em negrito sdo mostrados os monossacarideos neutros obtidos apods a
carboxi-reducéo de AG.



5.2. POLISSACARIDEO DA EXTRAGCAO AQUOSA SOB REFLUXO

5.2.1. Extrac&o e Purificagéao

Para a obteng¢ao de outros polissacarideos, folhas secas e moidas de M.
ilicifolia (350 g) foram deslipidificadas com CHCI3-MeOH (2:1) e sofreram extragdo
aquosa sob refluxo (Figura 14).

Os polissacarideos, obtidos por precipitagdo com etanol (1,23 g%), foram
fracionados pelo processo de congelamento e degelo, o qual resultou num
precipitado. O material soluvel em agua fria foi tratado com solugdo de Fehling
(JONES e STOODLEY, 1965) e o componente precipitado deste processo (PGA)



Folhas secas, trituradas (350 g)
Deslipidificadas com CHCI3-MeOH (2:1), 60 °C /2 h (3 x)

H,O (11), refluxo/ 3 h (3 x)

Extrato Residuo

Etanol 3V

Sobrenadante Precipitado

Congelamento e degelo

Sobrenadante Precipitado

Precipitacdo de Fehling

Sobrenadante Precipitado
(PGA)

FIGURA 14 - Fluxograma do processo de extragao e purificagado do polissacarideo
PGA, obtido das folhas de M. ilicifolia por extragcdo aquosa sob refluxo.
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TABELA 4 — COMPOSIGAO MONOSSACARIDICA DAS FRACOES DERIVADAS DA EXTRAGCAO

AQUOSA SOB REFLUXO DAS FOLHAS DE Maytenus ilicifolia.

] "' Rendimento Monossacarideos (%)
Fracéo -
g % Rha Ara Xyl Man Gal Glc Ac
Ppt etandlico 4,3 1,23 3 19 1 1 13 7 56
Ppt C/D 0,3 0,01 2 16 6 8 12 52 4,0
Sob C/D 3,6 1,01 3 19 - - 15 6 57
PGA (Ppt Feh) 1,1 0,30 - tragos - - tragos - 100
Sob Feh 2,0 0,57 4 29 - - 20 9 38

NOTAS: Analise dos acetatos de alditéis por GC-MS. (1) Partindo de 350 g de folhas secas; (2)
determinagéo de acidos uronicos segundo FILISETTI-COZZI e CARPITA (1991). Rha (ramnose); Ara
(arabinose); Xyl (xilose); Man (manose); Gal (galactose); Glc (glucose); Ac (acido urdnico); Ppt
(precipitado); Sob (sobrenadante); C/D (congelamento e degelo); Feh (Fehling).
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5.2.2. Caracterizagéo Estrutural de PGA

O perfil homogéneo de eluicdo de PGA, em HPSEC (Figura 15), possibilitou o
calculo do seu dn/dc e da sua massa molar média (M,), que corresponderam a
0,223 e 12.200 g/mol, respectivamente.

Conforme apresentado anteriormente, PGA & um polissacarideo constituido
apenas por unidades de acidos urdnicos. A estrutura desse acido urdénico foi, entao,
determinada apés a carboxi-redu¢cdo de PGA. O produto neutro (PGA-CR) continha
apenas galactose em sua composigdo monossacaridica e a analise de metilagéo
mostrou que estas unidades de galactose eram 4-O-substituidas, de acordo com a
formacéo do derivado 2,3,6-Mes-Gal. Isso mostrou que o acido urdnico presente em
PGA é o acido galacturdnico e que este apresenta-se (1 -4)-ligado.

O espectro de RMN-">C de PGA (Figura 16) apresentou apenas seis sinais,
com aquele em 6 98,6 correspondendo ao C-1 de unidades de a-D-GalpA (RENARD
et al., 1998). A substituicdo em O-4 foi confirmada pelo sinal em & 78,0 e os sinais
em o 1751, 713, 690 e 68,7 foram atribuidos ao C-6 (—COzH),
C-5, C-3 e C-2, respectivamente (RENARD et al., 1998).

—98.6
—78.0

713
Z69.0
N\ 68.4

—175.1

bt

T
180 170 160 150 140 130 120 110 100 o0 BO J0 60
ppm

FIGURA 16 — Espectro de RMN-"°C do polissacarideo PGA. Experimento realizado
em D,0, a 50 °C, com os deslocamentos quimicos (d) expressos em ppm.
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De acordo com os resultados obtidos, PGA é um polissacarideo formado por
unidades de a-D-GalpA (1-4)-ligadas (Figura 17), denominado acido

poligalacturénico.

o H nHo M o H HHo M o H HHO M
-00c—/H o N\ _on -00C—/H o I\ _oH "O0C—(H o H\__OH
—>»0 Hf ~OH  ooc H o H/ —OH  _ooc H o} H/ ~OH  _ooc H 0—»
o
H HO o 4y HHO H o y HHO H H

H

FIGURA 17 — Estrutura do polissacarideo PGA, mostrando as unidades de
o-D-GalpA ligadas por 1 - 4.
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5.3. POLISSACARIDEO DA EXTRAGAO ALCALINA

5.3.1. Extracéo e Purificacao

O material residual da extracdo aquosa foi submetido a extragdes com KOH
2% e 10%, sucessivamente (Figura 18). Os extratos obtidos foram neutralizados e
dialisados para a obtengcdo dos polissacarideos, que renderam 20 e 3,7 g%,
respectivamente. A partir da extragdo com KOH 2% foi previamente estudada,
isolada e caracterizada uma arabinogalactana tipo | (CIPRIANI et al., 2004). Na
Tabela 5 pode ser observado que Ara (48%) e Gal (11%) foram os principais
monossacarideos neutros desta fracdo (PBK2), indicando a presengca da
arabinogalactana.

O material obtido pela extragdo com KOH 10% (PBK10) foi fracionado pelo
processo de congelamento e degelo, obtendo-se uma fragdo soluvel e outra
insoluvel em agua fria. O material insoluvel foi previamente analisado e a partir dele
foi caracterizada uma homoxilana linear (CIPRIANI, 2003). O alto teor de xilose
nesta fragcao (90%), observado na Tabela 5, indicou a presenca da homoxilana.

A fracdo soluvel em agua fria foi submetida a precipitagdo de Fehling (JONES
e STOODLEY, 1965) e a analise em HPSEC mostrou que o componente precipitado
deste processo tinha um perfil homogéneo de eluigdo (Figura 19). O polissacarideo
purificado (HX) apresentou dn/dc de 0,165 e massa molar média (M,,) de 59.600
g/mol. Todo o processo de extragdo e purificagdo de HX pode ser observado na

Figura 18.



TABELA 5 - COMPOSIGAO MO[\IOSSACARiDICA DOS EXTRATOS ALCALINOS E DAS
FRACOES DERIVADAS DA EXTRACAO COM KOH 10% DAS FOLHAS DE Maytenus ilicifolia.

' Rendimento Monossacarideos (%)
Fracao
g % Rha Ara Xyl Man Gal Glc ® Ac

PBK2 70,0 20,0 48 - 1 11 2 30
PBK10 13,0 3,71 10 60 - 9 12
Ppt C/D 6,9 1,97 - 3 90 - 4 -
Sob C/D 58 1,66 3 14 38 - 11 17 17

HX (Ppt Feh) 33 094 - - 76 - 5 10 9

Sob Feh 2,1 0,60 5 24 16 - 14 21 20

NOTAS: Analise dos acetatos de alditéis por GC-MS. (1) Partindo de 350 g de folhas secas; (2)
determinacdo de acidos urbnicos segundo FILISETTI-COZZI e CARPITA (1991). PBK2 e PBK10
(polissacarideos brutos obtidos com KOH 2 e 10%, respectivamente); Rha (ramnose); Ara
(arabinose); Xyl (xilose); Man (manose); Gal (galactose); Glc (glucose); Ac (acido urdnico); Ppt
(precipitado); Sob (sobrenadante); C/D (congelamento e degelo); Feh (Fehling).

Folhas secas, trituradas (350 g)

Deslipidificadas com CHCI3-MeOH (2:1), 60 °C /2 h (3 x)

H,O (11), refluxo/ 3 h (3 x)

Extrato

Residuo

Residuo

Extrato (PBK2)

KOH 10% (1 1) + NaBH., refluxo / 3 h (3 x)

Extrato (PBK10)

Precipitado

Residuo

Congelamento e degelo

Sobrenadante

Precipitacdo de Fehling

Precipitado (HX)

Sobrenadante

FIGURA 18 -

KOH 2% (1 1) + NaBH,, refluxo / 3 h (3 x)
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o.osf— dn/dc = 0,165
i M,, = 59.600 g/mol
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FIGURA 19 — Perfil de elui¢cao do polissacarideo HX em HPSEC.

5.3.2. Caracterizagéo Estrutural de HX

A analise da composi¢cdo monossacaridica mostrou que HX continha xilose,
galactose, glucose e acido urénico numa proporgao molar de 76:5:10:9 (Tabelas 5 e
6), demonstrando que este polissacarideo € uma heteroxilana acida.

A estrutura do acido urénico presente em HX foi determinada apds sua
carboxi-reducdo. O produto neutro (HX-CR) apresentou xilose, galactose, glucose, e
4-0O-metilglucose numa proporgao molar de 76:6:9:9 (Tabela 6). A presenca do 4-O-
metilglucitol acetato (m/z 87, 98, 129, 163 e 189) foi confirmada em analise de GC-
MS, quando NaBD, foi usado na etapa de reducdo do preparo dos derivados
acetatos de alditois. Isso indicou que unidades de acido 4-O-metilglucurénico

estavam presentes em HX.



TABELA 6 - COMPOSIGAO MONOSSACARi’DICA DO
POLISSACARIDEO HX E DO POLISSACARIDEO HX
CARBOXI-REDUZIDO (HX-CR).

NOTAS: Andlise dos acetatos de alditéis por GC-MS. (1)
determinacdo de acidos urénicos segundo FILISETTI-COZZI e
CARPITA (1991).

A anadlise de metilagdo foi realizada com HX-CR (Tabela 7), pois o
polissacarideo carboxi-reduzido mostra dados de GC-MS mais significativos,
resultantes da analise dos acetatos de alditois parcialmente metilados, uma vez que
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TABELA 7 — PERFIL DOS ACETATOS DE ALDITOIS
PARCIALMENTE METILADOS OBTIDOS POR ANALISE
DE METILACAO DO POLISSACARIDEO HX E DO
POLISSACARIDEO HX CARBOXI-REDUZIDO (HX-CR).

mol %
Derivado Metilado  Ligagcdes  "tg
®THX HX-CR
2,3,4-Me;3-Xyl terminal 0,843 4 3
2,3,4,6-Me,-Glc terminal 1,000 - 8
2,3,4,6-Me4-Gal terminal 1,060 5 5
2,3-Me,-Xyl _)4- 1,090 64 66
3,4,6-Me;s-Glc -)2- 1,295 - 3
3-Me-Xyl ~)24- 1412 10 8
2,3-Me,-Glc -)4,6- 2,070 8 7

NOTAS: (1) tr = tempo de retengéo relativo ao do 2,3,4,6-tetra-O-
metilglucitol; (2) o contelido de &cido urénico de HX foi 9% e de
HX-CR 0%, de acordo com o método de FILISETTI-COZZI e
CARPITA (1991).

O espectro de RMN-"°C de HX (Figura 20) apresentou seis sinais na regido
de carbono anomeérico entre 8 97,9 e 104,2. Os sinais em 6 101,6 e 101,1 foram
atribuidos ao C-1 das unidades de B-D-Xylp 4-O- e 2,4-di-O-substituidas,
respectivamente (MAURER-MENESTRINA et al., 2003; MELLINGER et al., 2005a),
enquanto aquele em & 104,2 foi dos terminais n&o-redutores de B-D-Galp
(MELLINGER et al., 2005a; GORIN e MAZUREK, 1975), e outro em o 97,9
correspondeu ao C-1 dos terminais n&o-redutores de 4-O-Me-a-D-GlcpA (MAURER-
MENESTRINA et al., 2003; MELLINGER et al., 2005a). Os sinais em 6 76,4, 73,8,
72,7 e 63,0 foram atribuidos ao C-4, C-3, C-2 e C-5 das unidades de [(-D-Xylp
(1-4)-ligadas (MAURER-MENESTRINA et al., 2003; MELLINGER et al., 20053;
CARBONERO et al., 2002). Aqueles em o 81,6 e 59,5 corresponderam ao
—CHOCH3-4 e —CHOCH3-4 das unidades de 4-O-Me-a-D-GIcpA, respectivamente
(MAURER-MENESTRINA et al., 2003; MELLINGER et al., 2005a).



56

. - o8
s X ~ S
T . ¢
| |
| |
1. |
a H = o = :HI illl/\l': l
o || S8 L I o=
578 ) MR R
\ fﬂhg U | "'-W | |I| | WM |
‘\'M‘Ww S W Wt Mt P A W

Y

v‘“’ \VJ"W l'v Wf'!

T T T T T T

105 100 95 20 85 30 75 70 65 BIJ pprrl

FIGURA 20 — Espectro de RMN-"°C do polissacarideo HX. Experimento realizado
em D,0, a 50 °C, com os deslocamentos quimicos (d) expressos em ppm.

De acordo com os resultados obtidos, o polissacarideo HX €& uma
heteroxilana contendo uma cadeia principal constituida por unidades de [(-D-Xylp
(1 -4)-ligadas, como mostrado na Figura 21.
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FIGURA 21 - Estrutura proposta do polissacarideo HX, mostrando a cadeia

principal de unidades de B-D-Xylp ligadas por 1 -4 e os terminais n&o redutores de
4-O-Me-GlcpA e Galp.
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5.4. AVALIAGAO DA ATIVIDADE GASTROPROTETORA DE AG, PGA E HX

M. ilicifolia € amplamente usada na medicina popular para o tratamento de
gastrite e ulcera gastrica. Embora a maior parte das atividades biologicas das
plantas medicinais seja atribuida aos metabolitos secundarios, foi demonstrado que
polissacarideos de plantas apresentam propriedade antiulcera gastrica
(SANMUGAPRIYA e VENKATARAMAN, 2007; NERGARD et al., 2005; YE et al.,
2003; CHO et al., 2000; YAMADA, 1994; SUN et al., 1992a; SUN et al., 1992b).

O infuso das folhas de M. ilicifolia € capaz de extrair aproximadamente 1,3%
de polissacarideos em relagdo a massa total de folhas secas usadas para o preparo
do cha (Figura 9 e Tabela 1). O principal polissacarideo obtido, caracterizado como
sendo uma arabinogalactana do tipo Il (AG), é, entdo, ingerido quando o cha é
bebido. Com o objetivo de determinar se as propriedades biolégicas da M. ilicifolia
poderiam ser devidas, pelo menos em parte, aos seus polissacarideos, a atividade
antiulcera do polissacarideo AG, e também dos polissacarideos PGA e HX, foi
avaliada.

Pré-tratamentos, por via oral, com AG, PGA e HX significativamente
reduziram a ocorréncia de lesdo gastrica induzida por etanol (Figura 22), sugerindo
uma habilidade potencial de estes polissacarideos atuarem como agentes
citoprotetores diretos. O pré-tratamento com AG na dose de 30 mg/kg reduziu os
danos gastricos induzidos por etanol em 81%, com uma DEsg de 9,3 mg/kg (controle
= 47,5 £ 4,7, média £ erro médio padrdo). PGA e HX também apresentaram
atividade gastroprotetora, mas com doses efetivas maiores do que AG. Doses de
100 mg/kg de PGA e HX reduziram as lesdes gastricas em 48% e 65%,
respectivamente, com DEsy de 103 e 40 mg/kg (controle = 72 + 7, média * erro
médio padrdo). A acédo protetora de AG contra lesdes gastricas provocadas por
etanol pode ser visualizada na Figura 23.

Os polissacarideos descritos diferem estruturalmente e também nos seus
potenciais de atividade antiulcera, sugerindo que esta atividade é influenciada pela
estrutura do polissacarideo.

Possiveis mecanismos para o efeito antillcera sdo: a habilidade destes
polimeros de se ligar a superficie da mucosa gastrica, funcionando como uma

camada protetora; atividade anti-secretora de suco gastrico; prote¢cdo da mucosa
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pelo aumento da sintese de muco; e sequestro de radicais livres (NERGARD et al.,
2005; YAMADA, 1994; MATSUMOTO et al., 1993).

AG é liberado por infusdo, um procedimento brando usado na medicina
popular. Assim, quando o cha de M. ilicifolia obtido por infusdo € consumido, este
polissacarideo, entre outros compostos, € ingerido. PGA, apesar de ser obtido por
extracdo aquosa sob refluxo, deve ser liberado em quantidades muito pequenas
pelo processo de infusdo. PGA corresponde ao componente precipitado da
precipitacdo de Fehling (Ppt Feh) obtido pelo fracionamento dos polissacarideos
extraidos com agua sob refluxo (Figura 14 e Tabela 4). A sua fragao correspondente
no infuso (Ppt Feh), apresentou rendimento muito baixo (0,01%), além de conter
apenas 9% de acidos urénicos em sua composigao monossacaridica (Tabela 1).

A heteroxilana HX € obtida apenas por extracdo alcalina. Apesar disso, o
estudo deste tipo de molécula é relevante, visto que as xilanas formam a maior
classe de polissacarideos encontrados em plantas superiores apds a celulose
(ASPINALL, 1980), e a solugédo alcalina necessaria para sua extragdo pode ser
facilmente removida para torna-las adequadas ao consumo.

O processo de obtencdo dos extratos de M. ilicifolia, para a produgao de
fitoterapicos, € baseado na maceragdo hidro-alcodlica das folhas. Por este
processo, € obtido um extrato rico em metabdlitos secundarios soluveis em alcool.
Contudo, os metabdlitos primarios, tais como os polissacarideos, ndo sao extraidos.
Nossos resultados mostraram que polissacarideos podem ter um importante papel
no efeito antiulcera gastrica da M. ilicifolia. Dessa forma, o residuo do processo
industrial de maceracgao hidro-alcodlica poderia ser usado para a obtencdo destes
polissacarideos, o0 que poderia conduzir a um aumento do valor comercial e

medicinal da planta.
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FIGURA 22 - Efeito protetor de AG (3, 10 e 30 mg/kg, p.o.), PGA (1, 10 e 100
mg/kg, p.o.) e HX (10, 30, e 100 mg/kg, p.o.) contra lesdes gastricas induzidas por
EtOH (CL: controle, H,O 0,1 ml/100 g, p.o. e OM: omeprazol 40 mg/kg, p.o.). Os
resultados sdo expressos como meédia + erro médio padrdo (n = 6). Comparagao
estatistica foi realizada usando analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de
Bonferroni. *p < 0,05 quando comparado ao grupo controle.
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‘Omeprazol

FIGURA 23 — Efeito protetor de AG (10 e 30 mg/kg, p.o.), contra lesdes gastricas
induzidas por EtOH (CL: controle, H,O 0,1 mi/100 g, p.o. e OM: omeprazol 40
mg/kg, p.o.).

5.4.1. Atividade Antilllcera de Polissacarideos Semelhantes a AG, PGA e HX

Polissacarideos pertencentes as mesmas classes de AG e PGA ja foram
avaliados com relacado a atividade antiulcera gastrica. NERGARD et al. (2005),
estudando a planta Cochlospermum tinctorium, relacionaram a atividade antitlcera
de um extrato bruto, rico em polissacarideos, a presenga de arabinogalactana tipo Il
péctica. O extrato reduziu as lesdes gastricas em 55% numa concentragdo de 100
mg/kg, sendo consideravelmente menos eficiente que a arabinogalactana tipo |l
(AG) de M. ilicifolia, que na concentragdo de 30 mg/kg reduziu as lesbes em 81%
(Figura 22). Dentre os polissacarideos relacionados com o efeito antitlcera gastrica

descritos até o momento, AG foi o que apresentou maior eficacia.
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YAMADA (1994) avaliou o efeito antiulcera de um polissacarideo purificado
da planta Bupleurum falcatum, contendo 93,6% de acido galacturénico. Este
polissacarideo (bupleuran 2lic) € formado por trés porgdes distintas: um nucleo
constituido por acido poligalacturdnico, correspondendo a aproximadamente 86% da
molécula; uma regido constituida por ramnogalacturonana |, ramificada por cadeias
laterais formadas por unidades de monossacarideos neutros, principalmente
galactose; e uma regido constituida por ramnogalacturonana Il. Bupleuran 2llc na
dose de 100 mg/kg reduziu as lesdes gastricas em 74%. O acido poligalacturdnico
(PGA) de M. ilicifolia que, na mesma dose, reduziu as lesées em apenas 48%.
YAMADA (1994) avaliou também a atividade antiulcera do acido poligalacturénico
de laranja, que apresentou atividade significativa, porém menor que a do
polissacarideo bupleuran 2llc, concluindo que ndo apenas a regido constituida por
acido poligalacturdénico, mas também a outras porgdes da molécula de bupleuran
2llc sao importantes para a atividade antiulcera. Dessa forma, apesar de bupleuran
2llc e PGA apresentarem estruturas semelhantes, as regides distintas do
polissacarideo bupleuran 2lic parecem ser importantes para a sua maior atividade,
demonstrando, novamente, que a atividade antiulcera gastrica é influenciada pela
estrutura do polissacarideo.

Com relagdo a heteroxilana (HX), ndo existem trabalhos envolvendo atividade
antiulcera descritos para esta classe de polissacarideos. Sendo HX uma
hemicelulose, conclui-se que nd&o apenas polissacarideos pécticos podem

apresentar efeito antiulcera gastrica.
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5.5. EXTRACAO E PURIFICACAO DO COMPOSTO VASORRELAXANTE

Folhas secas e moidas de M. ilicifolia (118 g) sofreram extragdo com
cloroformio-metanol (2:1 v/v), metanol-agua (4:1 v/v) e agua, sucessivamente (Figura
24). O extrato aquoso foi tratado com etanol, fornecendo um precipitado e um
sobrenadante etandlico (ES; 1,7 g%). ES teve seu efeito vasorrelaxante avaliado por
RATTMANN (2004), e apresentou 100% de vasorrelaxamento em uma concentragao
de 300 pg/ml, com uma CEso de 199,7 pg/ml (Figura 25 A).

Com o objetivo de identificar o composto responsavel pela atividade
vasorrelaxante, ES (1g) foi particionado entre agua e acetato de etila (Figura 24), na
tentativa de concentrar o composto vasoativo em uma das fragcdes resultantes. A
fragdo soluvel em agua foi denominada Fu20 (560 mg) e a soluvel em acetato de
etila, Feoac (170 mg). A analise da atividade vasorrelaxante mostrou que o composto
vasoativo foi concentrado na fragdo Feioac, que mostrou praticamente 100% de
vasorrelaxamento numa concentragdo de 50 pg/ml, enquanto a fragdo Fu20 né&o
mostrou atividade em concentragdes de até 100 pg/ml (Figura 25 B).

Para a obtencdo de uma fracdo que apresentasse uma alta atividade
vasorrelaxante, o que corresponderia a uma alta concentracdo do composto
vasoativo, o procedimento seguinte a ser adotado seria o fracionamento de Feioac
por cromatografia em coluna de silica gel. No entanto, ela n&o foi realizada. Durante
o processo de solubilizagdo de Feioac €m um pequeno volume de acetato de etila (20
mL), para a posterior aplicagdo na coluna cromatografica, parte do material
permaneceu insoluvel e foi separado por centrifugagao, originando a fragao Fins (64
mg). A fragcao soluvel em pequeno volume de acetato de etila foi denominada FsoL. A
anadlise da atividade mostrou que tanto Fins quanto Fso. apresentaram efeito
vasorrelaxante, mas a fracdo Fis foi a mais potente, mostrando 100% de
vasorrelaxamento numa concentragdo de 10 pg/ml, com uma CEsy de 4,3 pg/ml
(Figura 25 B).
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FIGURA 24 - Fluxograma do processo de extragao e fracionamento de ES, fragao
que teve a atividade vasorrelaxante investigada por RATTMANN (2004).




Relaxamento (%)

0=

50 =

Relaxamento (%)

100 =

0 510 30 50 100
Concentragao (ug/ml)

FIGURA 25 - Avaliacdo do efeito vasorrelaxante sobre anéis de aorta de ratos,
previamente contraidos por incubagdo com fenilefrina (1 uM). (A) Atividade relaxante
de ES (150, 200 e 300 pg/ml). Acetilcolina (ACh; 1uM) é usada como controle
positivo; (B) Atividade relaxante das fragbes Foo (circulos pintados), Fetoac
(quadrados), FsoL (triangulos) e Fins (circulos) nas concentragdes de 3, 5, 10, 30, 50
e 100 pg/ml. Os resultados mostram a média + erro médio padrédo (n = 6).
Comparacéo estatistica foi realizada usando analise de varidncia (ANOVA) seguida
pelo teste-t sujeito a correcdo de Bonferroni. *p < 0,05 quando comparado ao
maximo de contrag&o induzida por fenilefrina (1 uM).
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5.5.1. Avaliagao Estrutural do Composto Vasoativo

A fragcédo Fns, por ter apresentado o maior efeito vasorrelaxante, foi analisada
por RMN-"*C (Figura 26), o qual mostrou sinais tipicos da presenga de catequinas.
Os sinais em & 144,1, 144,2 e 130,1 correspondem as hidroxilas vicinais e ao
carbono substituido do grupamento catecol. A presenca de sinais em 6 77,5, 64,4,
155,7 e 155,9 foi atribuida a carbonos caracteristicos do anel flavan. As estruturas
quimicas da catequina e do seu isbmero epicatequina sdo mostradas na Figura 27 e
os deslocamentos quimicos de C, de acordo com BREITMEIER e WOLTER
(1990), séo apresentados na Tabela 8.

LORENZ et al. (2004) descreveram efeito vasorrelaxante para
epigalocatequina-3-galato, obtida do cha verde. A atividade foi relacionada a
ativacado da enzima o6xido nitrico sintase endotelial. A agao vasorrelaxante provocada
por ES também é dependente de 6xido nitrico (RATTMANN, 2004). Dessa forma, a
presenga de sinais tipicos de catequina na fragdo Fins sugere que uma molécula

relacionada a catequina pode estar envolvida com o efeito vasorrelaxante.

N
39.5
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180 100 50

FIGURA 26 — Espectro de RMN-"°C da fracdo Fins, obtida apds fracionamento de
ES. Experimento realizado em MeySO-ds, a 40 °C, com os deslocamentos
quimicos (0) expressos em ppm.
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FIGURA 27 - Estruturas quimicas da catequina e epicatequina.

TABELA 8 — DESLOCAMENTOS QUIMICOS DE *C (PPM) PARA EPICATEQUINA EM Me,SO-ds.

C-2 ‘ C-3 ‘ C-4 ‘ C-5 ‘ C-6 ‘ C-7 ‘ C-8 ‘ C-9 ‘C-'IO‘ C-1 ‘ Cc-2 ‘ C-3 ‘ c-4 ‘ C-5 ‘ C-6’

78,1 65,1 280 1560 956 1563 945 1557 98,8 130,7 1181 1444 1445 1150 1181

FONTE: BREITMAIER e WOLTER (1990).

5.5.2. Quantificacdo de Catequina na Fragao ES

De acordo com o resultado de RMN-"3C obtido para a fracdo Fins, € provavel
que o composto vasoativo seja uma catequina ou um derivado desta. Analise em
GC-MS mostrou a presencga de catequina e do seu isbmero epicatequina na fracéao
ES trimetilsillada (TMS) (Figura 28). Esses dois compostos também foram
observados por HPLC (Figura 29), no qual foram quantificados. Catequina e

epicatequina representaram 1,6 e 1,7% do peso seco de ES, respectivamente.
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FIGURA 28 — Analise de GC-MS da fragéo ES trimetilsililada (TMS). Espectro de
massa da catequina-TMS e epicatequina-TMS € mostrado.
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FIGURA 29 - Perfil de eluigao da fracdo ES em HPLC com deteccéao
em 280 nm. (1) (+)-catequina; (2) (-)-epicatequina.

Embora o composto responsavel pelo efeito vasorrelaxante ainda nao tenha
sido identificado, estes resultados sugerem que algum composto relacionado a
catequina, presente em ES e concentrado em Fis, pode estar envolvido com a
atividade.
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6. CONCLUSOES

- O cha de M. ilicifolia obtido pelo processo de infusdo apresenta 1,27 g% de
polissacarideos, sendo o principal uma arabinogalactana do tipo Il (AG) de estrutura
complexa. Esta arabinogalactana apresenta propriedade antitulcera gastrica com
DEsy de 9,3 mg/kg, indicando que ela pode ter um papel importante no efeito
biologico do infuso de M. ilicifolia.

- Outros polissacarideos presentes nas folhas da M. ilicifolia, caracterizados como
acido poligalacturénico (PGA) e heteroxilana (HX), também apresentaram
propriedade antiulcera gastrica com DEsy de 103 e 40 mg/kg, respectivamente.
Estes polissacarideos sao obtidos por processos mais drasticos que a infusao:
extracdo aquosa sob refluxo e extragcao alcalina, respectivamente. Dessa forma, a
planta apresenta outros componentes ativos além daqueles que s&o ingeridos com o

consumo do infuso.

- Os polissacarideos descritos apresentaram eficacias distintas contra Ulcera
gastrica induzida por etanol, sugerindo que a acdo antiulcera é influenciada pela
estrutura do polissacarideo.

- Os processos industriais de obtencao de extratos para a producéao de fitoterapicos
baseiam-se na maceracao hidro-alcodlica das folhas da planta, o que n&o favorece a
extragdo de polissacarideos. Tendo estas moléculas demonstrado atividade
antiulcera, a propriedade medicinal dos fitoterapicos de M. ilicifolia poderia ser
aumentada se o material residual da maceragao fosse utilizado para a extracao

destes polissacarideos.

- O processo de fracionamento do extrato com propriedade vasorrelaxante (ES),
obtido de folhas de M. ilicifolia, gerou uma fragdo com alta atividade (Fins),
apresentando 100% de relaxamento numa concentragao de 10 pg/ml. A analise de
RMN-"3C desta fragdo sugeriu que algum composto relacionado a catequina poderia

estar envolvido com a atividade vasorrelaxante.
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

