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RESUMO

Os fungos tem sido objeto de intensa pesquisa, tendo em vista seu elevado potencial de
aplicagdo em diferentes setores da industria farmacoldgica e alimentar. Dentre os diversos
compostos bioativos de natureza polissacaridica presentes nos fungos as glucanas estao
entre os mais pesquisados. Estes sao polimeros de glucose amplamente distribuidos na
natureza e classificadas conforme o tipo de ligagdo glicosidica [a, B]. Os Receptores
Ativados por Proliferadores de Peroxissoma (PPARs) sado fatores de transcricao,
pertencentes a familia de receptores nucleares que se ligam a agonistas especificos e
possuem grande importancia no controle do processo inflamatério. O objetivo deste
trabalho foi realizar a caracterizagao quimica do extrato do fungo Caripia montagnei, avaliar
seu efeito antiinflamatdrio e antibacteriano, além de verificar se este efeito acontece via
PPAR. C.montagnei é constituido de carboidratos (63.3 + 0.73%), lipideos (21.4+ 0.9%) e
proteinas (2.2+0.4%). O extrato aquoso resultante do fracionamento desse fungo mostrou
ser constituido por carboidratos (98.7+0.9%) e proteina (1.3xt0.8%). As analises de
espectrofotometria de infravermelho e de ressonancia magnética nuclear (NMR)
demonstraram que o extrato do fungo C. montagnei € rico em B-glucanas. Na peritonite
induzida por tioglicolato, o extrato de Caripia montagnei (50 mg/Kg) conseguiu reduzir o
processo inflamatério em 65.5+ 0.9%, este valor é superior a Wy-14643 (49.3+0.65%),
PFOA (48.9+0,69%) e clofibrato (35.2+0,95%), que sdo agonistas de PPAR-a, e semelhante
ao diclofenaco (81.6% 0,79). No edema plantar as glucanas de C. montagnei (50 mg/Kg) e o
L-NAME apresentaram redugdo do edema de forma semelhante, 91.4+1.1% e 92,8+0.9%,
respectivamente. O éxido nitrico (NO), mediadores da inflamag&o mostrou que em todos os
grupos testados houve redugdo significativa (P<0.001) dos niveis de nitrato/nitrito quando
comparados ao controle positivo. No ensaio de citotoxicidade as glucanas de C. montagnei
nao apresentaram toxicidade nas concentragbes testadas (2.5, 5.0, 10.0, 20.0 e 40.0
ug/100uL) no periodo de 4 horas. A atividade antibacteriana (30, 90 e 150 mg/mL) revelou
gue nao houve inibicdo do crescimento bacteriano. Os resultados obtidos neste trabalho
indicam que as glucanas de Caripia montagnei possuem um grande potencial de aplicagao
como antiinflamatério. Este efeito é mediado parcialmente por ativacdo dos PPARs e por
inibicdo da COX e iNOS.

Palavras-chave: Fungo; Atividade Antiinflamatdria; Oxido Nitrico; PPAR, Caripia montagnei.



ABSTRACT

The mushrooms have been object of intense research in view of its potential raising of
application in different sectors of the pharmacology and alimentary industry. Among diverse
bioactive composites of polyssacharides nature that exist in the fungus the glucans are much
searched. These are polymers of glucose and classified as the type of glicosidic linking [a, B].
Peroxisome proliferator-activated receptors (PPARSs), transcription factors belonging to the
family of nuclear receptors that bind themselves to specific agonists, have shown their
importance in controlling the inflammatory process. The aim of this study was to perform a
chemical characterization of extract from the mushroom Caripia montagnei, assess its
antiinflammatory and antibacterial effect and determine if this effect occurs via PPAR. This
mushroom is composed of carbohydrates (63.314.1%), lipids (21.41£0.9%) and proteins (2.2t
0.3%). The aqueous solution resulting from the fractionation contained carbohydrates
(98.7+3.3%) and protein (1.3+£0.25%). Analyses of infrared spectrophotometry and of nuclear
magnetic resonance demonstrated that the extract of mushroom C. montagnei is rich in 3-
glucans. In thioglycolate-induced peritonitis, the C. montagnei glucans (50 mg/kg) reduced
the inflammatory process in 65.5+5.2% and agonists, pharmacological ligands, for PPAR:
Wy-14643 (49.3+6.1%), PFOA (48.9+3.8%) and clofibrate in 45.2+3.2%. Sodium diclofenac
showed a reduction of 81.65+0.6%. In the plantar edema, the glucans from C. montagnei (50
mg/kg) and L-NAME reduced the edema to a similar degree 91.4+0.3% and 92.8+0,5 %,
respectively. In all the groups tested, nitric oxide (NO), an inflammation mediator, showed a
significant reduction in the nitrate/nitrite levels when compared to the positive control
(P<0.001). The C. montagnei glucans did not show cytotoxicity in the concentrations tested
(2.5, 5.0, 10.0, 20.0 and 40.0 pg/100 uL). Antibacterial activity demonstrated that, unlike total
extract, there was no inhibition of bacterial growth. The C. montagnei glucans show great
potential for antiinflammatory applications. This effect suggests that it is mediated by PPAR
activation and by COX and iNOS inhibition.

Keywords: Fungus; Antiinflammatory Activity; Nitric Oxide; PPAR, Caripia montagnei.
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1. INTRODUGAO

1.1. Fungos

Os fungos s&o um vasto grupo de organismos classificados no reino Fungi.
Estdo incluidos neste grupo organismos de dimensdes consideraveis, como 0s
cogumelos, mas também muitas formas microscopicas, como bolores e leveduras.
Estima-se que existam mais de 1,5 milhdes de espécies fungicas no mundo,
embora, apenas aproximadamente 70.000 tenham sido descritas (CARLILE &
WATKINSON, 1996). Ou seja, menos de 5% das espécies possivelmente
existentes. Entre as espécies ja conhecidas existem varias com grande importancia,
como as que entram na fabricagdo de alimentos, incluindo bebidas, acidos
organicos, farmacos e inumeros outros produtos. Assim, a busca de novas espécies
com distintas propriedades de valor biotecnoldgico € uma constante.

E dificil definir os fungos, j& que é um grupo diverso. No entanto, eles
possuem algumas caracteristicas em comum que os distinguem dos outros seres
vivos. Em geral, apresentam filamentos, as chamadas hifas, com paredes rigidas,
ricas em quitina; tém caracteristicas heterotréficas, isto €, ndo possuem clorofila e
necessitam de material organico para viver. A nutrigdo dos fungos é feita por
absorgcdo de nutrientes gracas a presenca de enzimas por eles produzidas, e que
degradam produtos como celulose e amido. Os fungos sdo eucaridticos, isto &,
possui um nucleo tipico no interior de suas células, comparavel ao das plantas e
animais. Reproduzem-se por via sexual ou assexual e, assim, possuem divisbes
celulares do tipo mitose e meiose.

Os fungos sdo encontrados nos mais variados ambientes: no solo, na agua,

nos vegetais, em animais, no homem e detritos em geral. Estes microorganismos
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desempenham diversas fungdes, entre elas a degradagdo da matéria organica seja
de origem animal ou vegetal. Causam as micoses no homem, animais e plantas,
podem destruir alimentos e materiais como madeiras e tecidos, etc. Os fungos tém
grande relevancia para a medicina, pois algumas espécies produzem substancias
como antibioticos, antioxidantes, antiinflamatorios, esterodides, acidos organicos etc.
As pesquisas atuais vém mostrando uma série de atividades biolégicas e
farmacologicas que os fungos apresentam. Sdo atividades imunomodulatérias (LIU
et al., 1993); antitumorais (CHO et al., 2002); hepatoprotetora (YEUNG, CHIU & OO,
1994); antiinflamatodria, antibacteriana, antioxidante, entre outras, conforme tabela
01.

Os fungos também tém grande valor para a industria alimenticia, pois alguns
deles sao comestiveis e agem como fermentadores de alimentos como na produgéo
de vinho, cerveja, pao, queijo etc (REY, 1998).

No Brasil, um pais de rica biodiversidade, a busca de novas espécies de
fungos devera produzir resultados extremamente interessantes do ponto de vista

biotecnoldgico.
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TABELA 01: Correlagéo entre diferentes espécies de fungos e seus alvos terapéuticos

) Vo,
2, 3 e W% )
%, o‘!(% (/”); o"‘{%‘ o""@ 6’?‘2 %Q‘? 60’0/— %%
%
D Jogy N BN\, o
%N N% %

Agaricus

brasiliensis
Cordyceps
sinensis
Flammulina
velutipes
Fomes

fornentarius
Ganoderma
applanatum
Ganoderma
lucidum
Ganoderma

oregonense
Grifola frondosa X X x x X X X X

Hericium
erinaceus

Inonotus obliquus | x X X X X X

Lentinula edodes X X X X X X X X X X X X

Phellinus linteus X X X

Piptoporus
betulinus

Pleurotus ostreatus| x X X X X b4

Polyporus
sulphureus
Polyporus
umbellatus
Schizophyllum
commune
Trametes
versicolor

Fonte: site: www.fungiperfecti.com

1.2. Atividades farmacolégicas de glucanas fungicas

Os polissacarideos fungicos, tanto pertencentes a parede celular assim como,
os extracelulares, tém sido investigados por apresentarem uma variedade de
respostas biolégicas tais como atividade antitumoral, antiinflamatéria e
imunomoduladora (WASSER, 2002). Dentre os diversos compostos bioativos de
natureza polissacaridica presentes nos fungos, as glucanas estdo entre os mais

pesquisados.
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As glucanas séo polimeros glicosidicos amplamente distribuidos na natureza
e classificadas conforme o tipo de ligagao glicosidica a e 3 da cadeia principal. Nos
fungos, estas moléculas participam como componentes menores do citosol, da
parede celular e como polissacarideos excretados ao meio (WILLIAMS, 1997). Sao
poucos os registros sobre as a-glucanas de fungos na literatura. Ao contrario, as [3-
glucanas sao os carboidratos encontrados nos fungos em maiores quantidades.

Na parede celular dos fungos, estes polimeros estdo normalmente ligados a
proteina, lipideos e outros carboidratos (Figura 01).

A funcdo especifica da glucana na fisiologia do fungo nao esta
completamente esclarecida; entretanto, considera-se que sua principal funcao
estrutural seja auxiliar na manutencdo da rigidez e integridade da parede celular
(SEVIOUR, STASINOPOULOS, AUER e GIBBS, 1992). Essas caracteristicas
conferem acbes biolégicas distintas a essas macromoléculas sendo a estrutura
quimica, um fator fundamental para a atividade das glucanas sobre o sistema
imunolégico (BROWN & GORDON, 2003).

Varios séo os efeitos terapéuticos das glucanas sobre os sistemas organicos,
entre eles temos o efeito antiinflamatério, anti-tumoral e o de prevenir infecgdes.

Desde a década de 80, as B-glucanas sao utilizadas no Japao no tratamento
de pacientes com cancer e comercializados com nomes como, Krestin® (Trametes
versicolor), Lentinan® (Lentinula edodes) e Sonifilan® (Schizophyllum commune)

(MIZUNO, 1999).
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Figura 01: Composicado e estrutura da parede celular de um fungo. A parede celular, que esta
localizada do lado externo da membrana plasmatica, consiste de duas camadas. Da camada interna
provém firmeza da parede celular, e esta é constituida por glucanas beta-1,3 e beta-1,6 que estéao
complexadas com quitina. A camada externa consiste de manoproteinas que estdo covalentemente
ligadas a camada interna de glucanas. Fonte: (http://www.iq.unesp.br).

A aplicagao terapéutica das glucanas parece depender da estrutura quimica e
da conformacéao espacial de cada macromolécula, sendo que pequenas diferengas
na estrutura basica das B-glucanas resultam em caracteristicas peculiares para
novas aplicagdes biotecnoldgicas (COLLEONI-SIRGHIE, FULTON, WHITE, 2003).

(Figura 02).
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Figura 02: Férmulas estruturais das glucanas. |) a-(1.4) (1.6) - glucana; Il) B-(1.3) (1.6)-glucana,
substituida por unidades glucosidicas com frequéncia variada; Ill. 3 - (1 .3)(1 .6)-glucana, substituida
por unidades glucosidicas a cada cinco unidades da cadeia principal. Fonte: SILVA, M. L. C. et al.

O mecanismo de acdo antitumoral das B-glucanas difere daquele envolvido
nos tratamentos quimioterapicos convencionais. As glucanas atuam ativando e
reforcando as diversas fungdes imunolégicas do hospedeiro, constituindo-se,
portanto, em um tratamento do tipo imunoterapico, ativando as células NK (Natural

Killer), os macréfagos, as células T e a liberagdo de citocinas/interleucinas assim
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como a produgao de anticorpos (MIZUNO, 1999). As B-glucanas sao reconhecidas
pelo sistema imune inato dos vertebrados através de receptores de superficie
celular, designado primariamente para o controle de patdgenos fungicos (ADEREM
& ULEVITCH, 2000). As B-glucanas reconhecem e se ligam aos receptores de
diversas células humanas, principalmente leucécitos, incluindo macréfagos,
monocitos, neutréfilos e NK, como também em receptores de células nao-imunes
como as endoteliais e os fibroblastos (BROWN & GORDON, 2003).

Recentemente, foram identificados trés receptores celulares de [-glucanas:
CR3, dectin-1 e lactosilceramida (ZIMMERMAN et al., 1998; ROSS et al., 1999;
BROWN & GORDON, 2001; 2003). Os CR3 séao receptores celulares responsaveis
por diversas atividades in vitro e in vivo, estimulando a secregao de citocinas (TNF-
a, IFN-a, IFN-y e IL-6) em células NK, principalmente, na presenca de patégenos
(ROSS et al., 1999). Os receptores do tipo dectin-1, de mondcitos e macréfagos,
possuem um ligante para polissacarideos exdgenos e outro ligante co-estimulatorio
para células T. Alguns estudos demonstraram que esses receptores celulares e
também o lactosilceramida de linfocitos reconhecem B-glucanas, principalmente com
estrutura do tipo B-(1—3) e B-(1—6) (ZIMMERMAN et al., 1998; BROWN &
GORDON, 2003).

O maior obstaculo na utilizacao clinica das B-glucanas é a falta relativa de
solubilidade em meio aquoso, limitando a eficiéncia farmacoldgica. Estdo sendo
realizados estudos sobre modificacbes quimicas, levando-se a acreditar em
excelentes resultados para estas e novas aplicagdes (GIESE, BARBOSA E
CORRADI DA SILVA, 2003).

O desenvolvimento de estudos cientificos que comprovem as atividades

bioldgicas imunomodulatéria, antiinflamatdria, antitumoral e antiviral das p-glucanas,
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€ fundamental para relacionar o principal constituinte (B-glucanas) e as suas
propriedades medicinais, visando a comprovagao da sua eficacia e seguranga para

uso humano.

1.3. Inflamacgao

Todos os organismos vivos possuem mecanismos adaptativos para responder
a estimulos agressivos no sentido de manter o equilibrio homeostatico. Nos
vertebrados, esta resposta inclui uma série de alteragdes bioquimicas, fisiolégicas e
imunoldgicas coletivamente denominadas de inflamacéo.

Inflamacao ou flogose (do latim inflamare e do grego phlogos, que significa
pegar fogo) é uma reacdo dos tecidos vascularizados a um agente agressor
caracterizada pela saida de liquidos e de células do sangue para o intersticio

Desde a antiguidade, os gregos ja a definiam pelos seus sinais e sintomas
tipicos, considerados sinais cardinais: calor, rubor, tumor e dor.

As causas da inflamacado podem ser enddgenas e exdgenas. As endogenas
seriam aquelas derivadas de degeneragdes ou necroses tissulares e as derivadas
de alteragbes na resposta imunologica (por imunocomplexo ou autoimune).
Enquanto as exdégenas poderiam ser atribuidas a agentes fisicos (calor e frio;
eletricidade; radiagbes; sons e ultra-sons; magnetismo; gravidade; traumas
mecanicos e atritos) e agentes quimicos (inorganicos e organicos), ou até mesmo
agentes bioldgicos (infecciosos ou parasitarios) (PEREIRA E BOGLIOLO, 2000).

Os mecanismos de aparecimento das inflamag¢des sdao comuns (Figura 03). O
agente inflamatério age sobre os tecidos e induz a liberagdo de mediadores que ao

se ligarem nos receptores existentes nas células da microcirculagdo e nos
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leucécitos, produzem aumento da permeabilidade vascular e exsudacao de plasma

e de células sanguineas para o intersticio (PEREIRA E BOGLIOLO, 2000).
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Figura 03: Esquema simplificado do processo inflamatério.
Fonte: site http://www.afh.bio.br/imune/img/Imune13.jpg

Cessada a acao do agente inflamatério, reduz-se a liberagdo dos mediadores,

a microcirculagao recupera o estado hemodinamico original e o liquido e as células

exsudadas voltam a circulagdo sanguinea geralmente pelos vasos linfaticos.

Um dos principais eventos que ocorrem durante a inflamagao é a formacgao do

extravasamento de leucdcitos, que envolve uma complexa sequéncia de eventos de
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adesdo e sinalizagcdo entre leucdcitos e células endoteliais. Antes disso ocorre a
expressao de moléculas de adesdao como E-selectinas, molécula de adesao
intracelular-1 (ICAM-1) e molécula de adesdo de células vasculares-1 (VCAM-1)
(FUCHS et al., 2001). Como consequéncia, este evento culmina com a liberagéao de

mediadores da inflamacgao.

1.3.1. Oxido Nitrico

O 6xido nitrico (NO), € um mediador inflamatério, sintetizado pelas células
endoteliais, macréfagos e certo grupo de neurdnios do cérebro. Varias células
utilizam a arginina para sintetizar o 6xido nitrico (PALMER, 1988). Nas células do
endotélio vascular, na presenga de oxigénio molecular, o terminal guanidino
nitrogenado da L-arginina produz o radical livre gasoso, NO, e L-citrulina em um
processo catalisado pela enzima 6xido nitrico-sintase (NOS).

Existem trés formas de NOS, duas denominadas constitutivas e dependentes
do calcio (cNOS), que sao a endotelial e a neuronal, as quais sintetizam NO em
condigds normais. A outra forma é independente do calcio (iNOS) a qual ndo se
expressa ou se expressa em baixa quantidade em condigdes fisioldgicas (ADAMS,
1996).

O endotélio usa o 6xido nitrico para comandar o relaxamento do musculo liso
da parede do vaso, promovendo dilatagdo, aumentando o fluxo sanguineo e
diminuindo a pressao arterial (FARREL & BLAKE, 1996).

O NO atravessa o espago do endotélio para o musculo liso vascular e

estimula diretamente a enzima guanilato ciclase soluvel e a conseqliente formacgéao
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de cGMP (monofosfato ciclico de guanosina) intracelular, resultando no relaxamento

das células da musculatura lisa vascular (Figura 04).
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Figura 04: Mecanismo de vasodilatagdo mediado pelo 6xido nitrico (NO), em resposta a varios
estimulos, como bradicinina ou acetilcolina. A enzima 6xido nitrico-sintase constitutiva (cNOS) utiliza
o oxigénio molecular (O,) e o aminoacido l-arginina para formar o NO. O NO ativa a guanilil ciclase
nas células da musculatura lisa vascular, aumentando o nivel de monofosfato ciclico de guanosina
(cGMP), produzindo relaxamento e vasodilatagéo.

Os macrofagos, células do sistema imunitario, produzem éxido nitrico como
composto nocivo para bactérias, devido a sua capacidade de formar espécies
reativas de nitrogénio. Nas reagdes inflamatorias, o 6xido nitrico medeia a ativagao
de citocinas, mudanca na permeabilidade vascular do tecido inflamado, potencializa
a acdo do TNF-a e interleucina -1 pelos leucdcitos e estimula a atividade
angiogénica por monocitos humanos (RALTSON, 1997). Durante o processo

inflamatdrio a iINOS é induzida por citocinas e lipopolissacarideos no endotélio e
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musculatura lisa vascular de 2 a 4 horas depois da exposi¢ao ao agente inflamatdrio.
A INOS requer sintese protéica para sua expressao e sua atividade persiste por mais
de 24 horas (ADAMS, 1996). A inducdo de iINOS pode ser suprimida pelos
glicocorticéides, que inibem a indugdo, mas nao a atividade das enzimas ja
induzidas (DAVIES, FULTON e HAGEN, 1995).

A expressdo da iINOS (induzivel) é consequéncia de uma resposta
inflamatdria localizada ou difusa de uma infeccdo ou dano tecidual, isto promove
inibicdo do crescimento de patdégenos microbianos. Porém, segundo Salvemini et
al. (1996), o NO é um potente vasodilatador e seu envolvimento na reacdo
inflamatdria pode ter relacdo com sua habilidade em aumentar a permeabilidade
vascular e o edema através de mudancgas no fluxo sanguineo local e do aumento na
producdo de prostaglandinas pré-inflamatoérias. Existem farmacos como o L-NAME
(N-arginina metil éster) que atuam inibindo a éxido nitrico sintase e assim promovem

reducao do processo inflamatario.

1.3.2. Receptor Ativado por Proliferadores de Peroxissoma (PPAR)

Evidéncias crescentes tém demonstrado a importancia dos Receptores
Ativados por Proliferadores de Peroxissoma (PPARs) no controle de diversos
processos bioldgicos relacionados principalmente ao metabolismo lipidico,
homeostase de glicose e ao processo inflamatério (TAVARES, HIRATA E HIRATA,
2007).

Os PPARs sao fatores de transcricdo, pertencente a familia de receptores
nucleares que se ligam a agonistas especificos, também conhecidos como ligantes

ou ativadores de PPARs. Este grupo de fatores foi descoberto em 1990 por Isseman
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& Green que constataram sua existéncia e assim os denominaram pelo fato de
serem ativados por substancias que induziam a proliferagdo dos peroxissomas.

Existem trés isoformas identificadas: PPAR-a, predominantemente expresso
em tecidos em que ocorra catabolismo de &cidos graxos, como figado, trato
gastrointestinal, rins, coracdo e musculo. PPAR-f, também conhecido como PPAR-0
€ expresso em muitos tecidos e o PPAR-y, também encontrado sob trés isoformas:
PPAR- y1, PPAR-y2 e PPAR- y3 (MICHALIK E WAHLI, 1999). (Figura 05)

A acéo dos PPARs é dependente do ligante e, esses, por sua vez, podem ser
naturais ou endoégenos, como os acidos graxos e seus derivados, ou sintéticos,
como as drogas antiinflamatdrias, hipolipemiantes e hipoglicemiantes. Os ligantes
sintéticos sdo mais potentes e especificos (BOEHM et al, 1995). Alguns exemplos de
agonistas sintéticos de PPAR-a sdo o clofibrato, acido perfluorooctandico (PFOA) e

Wy-14643.



30

Lipoxygenases,
xygenases

Diet, release
from adipose
. / Macrophage

/ and other cells

Fatty acids

;

Prostaglandins
Leukotrienes

I nfen;mdiar}f
Metabolism

UPPRE
Peroxisome
Proliferation, Fatty Acid
Metabolism, Lipid
Homeostasis,
: Hepatocarcinogenesis " "PPRE " ..
S SPPRE Adipocyte
Differentiation, Glucose
Fatty Acid Metabolism, and Insulin
Lipld Homeostasis, Homeaostas/s,
Skin proliferation Macrophage Function

Figura 05: Tipos de PPARs e efeitos sobre a expressao génica.
Fonte: http://cgap.nci.nih.gov/Pathways/BioCarta/m_pparPathway

A familia de fatores de transcricdo PPARs é foco de muito interesse devido ao
seu possivel papel na regulagéo da inflamacgao e resposta imune. PPARa e PPARy
estdo implicados na regulagdo de macréfagos e células endoteliais nas respostas
inflamatorias. Os resultados parecem frequentemente depender dos ligantes usados
e dos parametros inflamatoérios que estdo sendo mensurados (ROBERT et al., 2002).

A magnitude e caracteristicas do processo inflamatoério sdo determinadas em
parte pela via do trafico de leucécitos para os locais de injuria e infec¢do, e este
processo depende do controle apropriado da expressdo de genes codificando

peptideos quimicamente atraidos e seus receptores (HAMILTON et al., 2007).
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A estrutura dos PPARSs é constituida por varios dominios funcionais (LAUDET
E HANNI, 1992), conforme mostra a figura 06: o dominio A/B (NH2 terminal), pouco
conservado entre as trés isoformas de PPARSs, cujo estado de fosforilagdo contribui
para a modulagao da atividade do PPAR alfa e gama e esta localizado proximo ao
sitio de ativacao transcricional independente de ligante (AF-1); dominio C (ou DBD —
DNA binding domain) contém os dedos de zinco, que sao dois arranjos protéicos
constituidos de uma alfa-hélice e uma folha beta-pregueada, mantidas unidas por
um ion de zinco na regiao central, que confere maior estabilidade ao dobramento,
permitindo associag¢des firmes quando da ligagdo aos PPREs (elemento responsivo
especifico ao PPAR) na regido regulatoria dos genes responsivos ao PPAR; regiao
D, importante como co-fator, e a regido EF (COOH-terminal), a qual possui o
dominio LBD (ligand binding domain) e o sitio de ativagao transcricional dependente
do ligante (AF-2) (SCHOONJANS, STAELS e AUWERX, 1996). Os dominios DBD e

LBD sao as regides mais conservadas em todos os PPARs.
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Figura 06: Estrutura do PPAR, um receptor nuclear.
Fonte: Wikipédia

O agonista (ligante) em interagdo com o PPAR se liga com um fator protéico,
o receptor do acido 9-cis retindico (RXR). Isto promove a dimerizagdo dos PPARs
com os RXR, formando um complexo capaz de se ligar ao PPRE, localizado na
regido regulatéria dos genes que estdo sob seu controle transcricional (TAVARES,
HIRATA E HIRATA, 2007) (Figura 07). Estes receptores sdo ativados
fisiologicamente em resposta a acidos graxos poliinsaturados, dentre eles o acido
araquidbnico, e seus metabdlitos eicosanoides (prostaglandinas, tromboxanos e
leucotrienos), tendo estes um papel chave no processo inflamatério e resposta
imune, sendo caracterizados principalmente pela sua distribuicdo nos tecidos e a

funcao metabdlica exercida.
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Figura 07: Mecanismo de ag&o dos PPARs.
Fonte: Trends in Pharmacological Sciences

Pacientes hiperlipidémicos, tratados com fibratos, que s&o agonistas de
PPAR, tiveram reducdo de algumas proteinas ligadas ao processo inflamatério, tais
como a Proteina Reativa C (PCR), fator de necrose tumoral (TNF)-a e interferon-y
(BOCOS et al, 1995). Os fibratos inibem a ciclooxigenase-2 (COX-2) e a produgao
de IL-6 e nos mondcitos, reduzem a expressao de IL-2 e TNFa. Fortes evidéncias
confirmam que os PPARs sao capazes de inibir o processo inflamatoério em alguns
tipos de células. Este efeito pode ser mediado por dois mecanismos. Primeiramente
os metabdlitos de lipidios podem servir como ligantes para os PPARs, talvez
ativando enzimas responsaveis neste processo. Isto foi demonstrado através do fato
de que o PPAR-a pode estar envolvido no catabolismo de leucotrienos B4 (LTB4)
(DEVCHAND et al, 1996), e PPAR-y induzindo a lipoxigenase. Em segundo lugar os
PPARs podem influenciar citocinas induzidas por outros fatores de transcricdo com

papel mediador no processo inflamatério, como o NF-kB. Outro fato interessante é
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que a ativagdo de PPAR-y inibe a transcricdo da enzima oOxido nitrico sintase
induzivel, que s6 se forma durante o processo inflamatério (RICOTE et al, 1998).
Outros farmacos com potencial redutor no processo inflamatério também podem
ativar os PPARS, agindo como ligantes. Um estudo mostrou que antiinflamatorios
nao esteroides (AINES), como o diclofenaco sédico (Voltaren®), que € inibidor da
ciclooxigenase (COX), ativam os PPAR-y e PPAR-a em concentragdes
extremamente altas, maiores que as doses habituais utilizadas para inibir a COX

(LEHMANN et al, 1997).
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2. JUSTIFICATIVA

O Parque das Dunas de Natal-RN possui 1.172 hectares de mata nativa, sendo
parte integrante da Reserva da Biosfera da Mata Atlantica Brasileira e exerce uma
grande importancia para a qualidade de vida da populagdo da cidade de Natal.
Dotado de rica biodiversidade, este parque abriga diversas espécies conhecidas e
desconhecidas de microorganismos, portanto € um local apropriado para a coleta de
fungos de interesse biotecnoldgico.

Caripia montagnei ¢ um fungo nativo do estado do Rio Grande do Norte e nao
existe nenhum relato de suas propriedades e efeitos biolégicos/farmacologicos
publicados até o momento, nem mesmo, de outras espécies desse género. Por isso,
o interesse em pesquisar as caracteristicas quimicas e efeitos farmacoldgicos desse
extrato fungico, além de verificar se esta agdo farmacoldgica ocorre através da via

de transcricdo dos PPAR.
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3. OBJETIVOS

e Determinar a composi¢ao centesimal do fungo Caripia montagnei.
e Realizar analises quimicas e espectrofotométricas do extrato aquoso de
polissacarideos do fungo Caripia montagnei (EAPCM).

e Avaliar o efeito do EAPCM sobre o processo inflamatério.

- Verificar se o EAPCM atua através da via de transcricdo mediada por PPAR

- Comparar o efeito do EAPCM com agonistas dos PPAR-a.

- Avaliar a acédo do EAPCM e de agonistas de PPAR-a sobre a produgao de

NO.

e Observar a agao citotoxica do EAPCM em células mononucleares do sangue
periférico.

e Avaliar a acao antibacteriana do EAPCM.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Materiais

4.1.1. Fungo

Varias espécies de fungos foram coletadas no Parque das Dunas em Natal-
RN. Os fungos coletados foram lavados e colocados para secagem em estufa e
depois submetidos ao processo de extracdo. Com base no rendimento do
procedimento de extragédo, o fungo Caripia montagnei foi o que apresentou maior

rendimento e por isso escolhido (Figura 08).

Figura 08: Fungo Caripia montagnei

O fungo foi identificado pelo Professor Dr. luri Goulart Baseia do

Departamento de Botéanica, Ecologia e Zoologia da UFRN.



38

Este fungo apresenta a seguinte classificagdo taxonémica:
Reino: Fungi

Filo: Basidiomycota

Classe: Basidiomycetes

Ordem: Stereales

Familia: Podoscyphaceae

Género: Caripia

Espécie: Caripia montagnei

4.1.2. Animais

A atividade antiinflamatéria do extrato do fungo C. montagnei foi avaliada, no
modelo de edema plantar utilizando-se ratos da linhagem Wistar com
aproximadamente dois meses de idade, pesando entre 150 - 200g, obtidos do
biotério do Departamento de Bioquimica - UFRN. Para a atividade antiinflamatoéria
através do ensaio de peritonite, foram utilizados camundongos da linhagem Swiss,
do biotério do Departamento de Bioquimica - UFRN. Todos os animais utilizados na
fase experimental foram mantidos em gaiolas individuais, submetidos a agua e dieta
ad libitum em condigbes controladas de iluminagéo (ciclo 12h claro/escuro) e

temperatura constante a 25°C.

4.1.3. Outros Materiais

e Acido acético, acido cloridrico, metanol, acetona, etanol, n-butanol, cloreto
de sdédio, tiossulfato de sédio da Reagen Quimibras Industrias Quimicas S.A. (Rio de
Janeiro, RJ, Brasil).

o Wy-14643 e Clofibrato da Cayman Chemical (Michigan, EUA)
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Acido perfluoroctansico - PFOA (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, EUA ).

Carragenana Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA ).

Meio RPMI

Padrées de mono e dissacarideos: L-fucose, D-xilose, D-glicose, D-
galactose, D-manose e acido D-glucurénico da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO,
EUA).

e Acido sulfurico e Tioglicolato de sédio da Merck (Darmstadt, Alemanha)

e Coomasie brilliant blue R 250 Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA).

¢ Piridina Aldrich Chemical Co. Inc. (Millwaukee, W1, EUA).

e Butanol (VETEC)

e Papéis Whatman n.°1 e 3 MM foram obtidos da W & R Balston Ltd.
(Maidstone, Inglaterra).

¢ Bacto-gelatin da Difco Laboratories

Heparina sédica 5000 Ul/mL (Ariston)

MTT (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, EUA ).

Voltaren (diclofenaco sédico) solugao injetavel 75 mg/mL (Novartis).

4.1.4. Aparelhos

Além dos aparelhos usuais de laboratério podemos destacar:

o Agitador orbital mod. 255-B da FANEM Ltda. (S&o Paulo, SP, Brasil).

e Banhos e estufas de temperatura constante da FANEM Ltda. (Sao Paulo,
SP, Brasil).

e Centrifuga refrigerada RC 2-B da Ivan Sorvall Inc. (Norwalk, CO, EUA).
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o Espectrofotdbmetros Varian - Series 634 da Varian Techtron PPTY Ltd.
(Springvale, Vico, Australia) e Hitachi U-2000 (Toquio, Japdo).

e Evaporador rotatério Evapo-Mix da Buchler Instruments (Fort Lee, NJ,
EUA).

e Espectrometro de infravermelho modelo FT1 6PC da Perkin EImer (EUA).

e Microscopio 6tico Nikon Eclipse E200

e Espectrometro Varian Mercury 200 Magneto Oxford

4.2. Metodologia

ESTRATEGIA GERAL DE TRABALHO

[ Fungo: Caripia montagnei ] > Composicao
Centesimal
l Extracao
[ Extrato do fungo Caripia montagnei ]
Atividade inflamatédria:
Caracterizagdo quimica: ~ Edema
Carboidratos Atividade Analise histologica
Proteinas antibacteriana L
C.D.P Dosagem de o6xido nitrico
IV/IRMN Citotoxicidade

Figura 09: Fluxograma da metodologia. Legenda: C.D.P: cromatografia descendente em papel; IV:
infravermelho; RMN: ressonéncia magnética nuclear.
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4.2.1. Composicao Centesimal

A determinagdo da composicao centesimal do corpo de frutificagdo do fungo

Caripia montagnei foi realizada através dos seguintes procedimentos:

A) Determinacgao da fracao cinza

A fracdo cinza foi determinada de acordo com o método gravimétrico segundo
AOAC (1984) através da incineracdo da matéria organica total. Amostras com 2 g do
fungo foram tomadas em ftriplicata, usando-se cadinhos de porcelana e previamente
tarados e o material foi incinerado em bico de Busen até ponto de carvéo; a seguir
os cadinhos foram colocados em mufla a 550°C até adquirir cor uniforme
(esbranquicada) que vai do cinza ao branco, sem pontos de carvao. Os cadinhos
foram retirados da mufla quando a temperatura atingiu 50°C e colocados no
dessecador para esfriar e posteriormente foram pesados. A diferenca de peso

encontrada nas amostras utilizadas apds incineragao fornece o teor de cinzas.

B) Determinagao de Lipideos

Os lipideos foram quantificados segundo o método de Blihg & Dyer (1959).
Trés gramas do fungo em triplicata foram colocadas em erlenmeyer com rolha,
sendo adicionados 10 mL de cloroférmio, 20 mL de metanol e 8 mL de agua

destilada. Em seguida, os erlenmeyers foram arrolhados hermeticamente e
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colocados em agitador rotativo (rumbeira) durante 30 minutos. Apds esse periodo
foram adicionados 10 mL de cloroférmio e 10 mL de sulfato de sédio a 1,5%, os
tubos foram arrolhados novamente e agitados durante 2 minutos e deixados em
repouso, para separar as camadas. Foram retirados 13 mL da camada inferior que
continha cloroférmio e lipideos para um tubo cénico de 30 mL com rolha esmerilhada
e adicionou-se 1g de sulfato de sodio anidro. O tubo foi arrolhado e agitado para
remover os tragos de agua, o material foi filtrado e 5 mL transferido para um becker
de 50 mL previamente pesado e levado a estufa a 105°C até completa evaporagao
do solvente, depois foi resfriado em dessecador. Os beckers foram pesados e o
percentual de lipideos calculado a partir do teor encontrado nos 5 mL, relacionados

com o peso da amostra.

C) Determinagao de Proteinas

O teor de proteinas da amostra foi determinado pelo método Semimicro
Kjeldahl, descrito pela AOAC (1984), através da dosagem do nitrogénio total.
Amostras do fungo em tripliclata, de 200 mg de material previamente delipidado e
dessecado foram colocados em baldao de Kjeldahl de 500 mL e adicionou-se 0,5 g de
sulfato de cobre, 1 g de sulfato de sédio e 5 mL de H,SO4 PA. Os balbes foram
levados ao digestor de Kjeldahl até completar mineralizacdo durante
aproximadamente 4 horas, fato este caracterizado pela formacdo de um liquido
translucido de cor verde azulada. Apos digestao e resfriamento foram adicionados
10 mL de agua destilada ao balao de Kjeldahl, ao qual foi acoplado ao aparelho de
destilacdo. Na mangueira do destilador foi conectado um erlenmeyer contendo 10

mL de solugéo de acido bdrico saturado com 3 gotas do indicador misto. Através do
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funil do destilador, foram adicionados ao baldo de Kjeldahl 25 mL de NaOH a 40%.
Foi destilado aproximadamente um volume de 50 mL, e titulado com H,SO4 0,2 N
previamente padronizado. O teor de proteina foi calculado de acordo com a seguinte

formula:

N = V x normalidade x fator do acido x 14,01

g da amostra

D) Determinagéao de Fibras

O método utilizado foi o da digestédo alcalina e acida segundo AOAC (1984).
Amostras de 2 g do fungo, em triplicata, previamente delipidadas, foram colocadas
em béquer de 600 mL, contendo 200 mL de H,SO,4 a 1,25% fervente e mantido em
ebulicao por 30 minutos; apds esse periodo o material ainda quente foi filtrado a
vacuo sobre papel de filtro comum, o béquer foi lavado com agua destilada e a
seguir o material foi recolocado no mesmo béquer sendo adicionados 200 mL de
NaOH a 1,25% e mantido em ebuligdo por 30 minutos. Decorrido esse tempo, o
material ainda quente foi filtrado a vacuo em cadinhos de Gooch com |a de vidro,
previamente pesados, e lavados sucessivamente com agua destilada para remover
0 excesso de base e monitorado com um papel indicador, até completa
neutralizacdo. Em seguida o residuo foi lavado com alcool e éter etilico por duas
vezes. Apds a secagem a temperatura ambiente, o cadinho foi colocado em estufa a
105°C até peso constante. A variagao de peso encontrado fornece a quantidade de

fibras da amostra.
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E) Determinacgao de Carboidratos

O teor de carboidratos presente no fungo C. montagnei foi obtido por
estimativa, através da diferenca dos componentes ja determinados para um total de
100%, conforme mostra a formula abaixo:

% Lipideos + % Proteinas + % Fibras + % Cinzas = X%

100% - X% = % de Carboidratos

4.2.2. Obtencao do extrato do fungo Caripia montagnei

A metodologia de extragcdo dos polissacarideos foi obtida a partir de
modificacdes no método de ALQUINI, 2004. Para obtengdo do extrato aquoso, o
corpo de frutificacdo do fungo foi lavado, dessecado a 40°C e posteriormente
pulverizado. Para a extragdo dos polissacarideos utilizou-se 50g do fungo. Ao po6
foram adicionados 2 volumes de acetona 80%, permanecendo a mistura a 25°C por
24 horas. Este procedimento foi repetido por trés vezes. Descartou-se o
sobrenadante e ao precipitado adicionou-se 500 mL de agua destilada,
permanecendo a mistura a 100° C por 3 horas O precipitado foi separado do
sobrenadante por centrifugacao (8000 g por 20 minutos, a 25° C) e este ultimo
tratado com 2 volumes de etanol. O precipitado obtido (extrato aquoso de
polissacarideos - EAP) foi seco, pulverizado e posteriormente solubilizado em

diferentes concentracdes (Figura 10).
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2V acetona 80%
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Figura 10: Obtengao do extrato aquoso de polissacarideos (EAP) de C. montagnei.
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4.2.3. Analises Quimicas

A) Agucares totais

Acucares totais foram determinados pelo método do fenol/acido sulfurico
como previamente descrito por DUBOIS (1956) empregando-se como padrao L-

galactose, sendo as leituras realizadas a 490 nm.

B) Proteinas

O conteudo de proteinas foi determinado com o reagente de coomassie blue

R segundo o método de Bradford (1976) e a leitura realizada a 595 nm.

4.2.4. Cromatografia Descendente em Papel

O extrato rico em polissacarideos foi hidrolisado (HCI 2N, 2h, 100°C).
Posteriormente o material foi neutralizado, seco e aplicado em papel Whatman N°1.
Este foi submetido em cromatografia descendente em papel no seguinte sistema de
solvente: Butanol: Piridina: Agua (2:3:1,5) v/v/v. Os monossacarideos foram

revelados por reducédo de prata (TREVELYAN, 1950).
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4.2.5. Anadlises espectrofotométricas

4.2.5.1. Infravermelho

A espectroscopia de infravermelho foi realizada em espectémetro FT-IR ABB
Bomen modelo MB 104, de 4000 a 400 cm™. O extrato foi analisado apds secagem

sob a forma de pastilha de KBr.

4.2.5.2. Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de RMN foram obtidos a 60°C utilizando amostras do extrato
dissolvidas em DMSO. As analises de carbono 13 (**C) e os espectros de hidrogénio
("H) foram realizadas em espectrdmetro Varian Mercury 200 Magneto Oxford

operando a. 200.06 MHz.

4.2.6. Avaliagao do efeito antiinflamatério do extrato de C. montagnei no edema

plantar induzido por carragenana

Neste experimento, foram formados 8 grupos (n=7):
e Grupo 01: Controle negativo: solugao salina
e Grupo 02: Controle positivo (sem tratamento)
e Grupo 03: Animais tratados com extrato de C. montagnei a 10m mg/kg
e Grupo 04: Animais tratados com extrato de C. montagnei a 30 mg/kg

e Grupo 05: Animais tratados com extrato de C. montagnei a 50mg/kg
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e Grupo 06: Animais tratados com L-NAME a 60 mg/Kg
e Grupo 07: Animais tratados com Clofibrato a 100 mg/Kg

e Grupo 08: Animais tratados com PFOA a 100 mg/Kg

Os compostos foram pesados, dissolvidos em solugao salina e aplicados por via
intraperitoneal apos anestesia com éter etilico. Os grupos com agonistas de PPAR-a
(clofibrato e PFOA) foram dissolvidos em 6leo de milho. Os grupos controles foram
submetidos ao mesmo procedimento sendo que os animais receberam 500 pL de

solucao salina estéril.

Apos 30 minutos, novamente os ratos foram anestesiados e realizou-se a
medida da espessura da pata direita através de um paquimetro, em seguida a
inflamacao foi induzida através da aplicagao da injecao intraplantar de carragenana
1% (1 mL) na pata direita de todos os ratos, exceto no grupo controle negativo que
recebeu solugdo salina. Logo apds este procedimento foi feita nova medicdo da
espessura da pata direita em todos os grupos e isso se repetiu apos o intervalo de 1,
2, 3 e 4 horas. Apés a quarta hora os ratos foramanestesiados e sacrificados (Figura

11).
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30minutos

Administragao intraperitoneal
dos extrataos de C. montagnei e Medida da pata e aplicagédo
solucdo salina SC de carragenana 1%

Medida da espessura da pata
com paquimetro apos 1, 2, 3 e
4h

Figura 11: Esquema do ensaio de edema plantar induzido por carragenana

4.2.7. Analises histologicas

Para os exames histoldgicos, bidpsias foram feitas com o tecido retirado da
pata apds a indugdo da reacdo inflamatdria. De todos os grupos citados no item
4.2.6. foram retiradas amostras. O tecido foi fixado em formaldeido 10% por 5 dias,
embebido em parafina e seccionado. As secgdes foram coradas em hematoxilina e

eosina. (JUNQUEIRA E CARNEIRO, 1995).

4.2.8. Avaliacao do efeito antiinflamatério do extrato de C. montagnei na

peritonite induzida por tioglicolato de sodio

Foram utilizados camundongos da linhagem Swiss com 2 meses de idade. Os

animais foram divididos nos seguintes grupos, cada um contendo 7 animais:
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e Grupo 01: solugao salina (controle negativo)

e Grupo 02: sem tratamento (controle positivo)

e Grupo 03: Animais tratados com C. montagnei 10 mg/kg
e Grupo 04: Animais tratados com C. montagnei 30 mg/kg
e Grupo 05: Animais tratados com C. montagnei 50 mg/kg
e Grupo 06: Animais tratados com Wy - 14643 100 mg/kg
e Grupo 07: Animais tratados com Clofibrato 100 mg/kg

e Grupo 08: Animais tratados com PFOA 100mg/kg

e Grupo 09: Animais tratados com Diclofenaco sodico 75 mg/Kg

Os compostos foram pesados, dissolvidos em solucdo salina e aplicados
subcutdneamente nos animais. Nos grupos com agonistas de PPAR-a. (clofibrato,
PFOA, Wy-14643) os compostos foram dissolvidos em 6leo de milho. Os grupos
controles foram submetidos ao mesmo procedimento sendo que os animais

receberam 500uL de solugao salina estéril.

Apo6s 30 minutos, os animais receberam intraperitonealmente uma injegéo
contendo 1mL de tioglicolato de sédio 3% conforme metodologia proposta por Xie
et al. (2000). O grupo controle negativo recebeu uma injecao de 1mL de solugéo
salina estéril. Os animais foram mantidos com agua e dieta ad libitum. Trés horas
apos a aplicagao do tioglicolato de sodio 3%, os animais foram sacrificados e
submetidos a lavagem da cavidade peritoneal com 5 mL de solugdo tampéao PBS.
O liquido peritoneal de cada animal foi coletado e acondicionado em tubos de
hemodlise contendo EDTA. Posteriormente, os leucdcitos presentes no liquido
coletado na cavidade peritoneal dos animais foram corados pela solucédo de Turck

e entdo contados em camara de Neubauer (Figura 12).
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Figura 12: Esquema de Peritonite Induzida por Tiogicolato

4.2.9. Avaliacao dos teores de Nitrato / Nitrito

A producgao de nitrito e nitrato, um indicador da sintese de NO, foi medido no
lavado peritoneal como previamente descrito (CUZZOCREA et al., 1998). A
concentracao de nitrito foi medida pela reacdo de Griess. O lavado peritoneal foi
centrifugado (3000 g/10 minutos) e a 100 uL do sobrenadante adicionamos 100 uL
do reagente de Griess. A densidade ética a 540 nm foi medida usando-se um leitor
de ELISA. As concentracdes de nitrito foram calculadas comparando-se a densidade

otica das amostras com solugdes padrao de nitrito de sddio em solucéo salina.
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4.2.10. Avaliacao da citotoxicidade do extrato de C. montagnei

A) Isolamento das células mononucleares do sangue periférico

O sangue venoso foi coletado em presencga de heparina, e processado apos a
coleta. O sangue é diluido com o mesmo volume de solugéo salina estéril, e entdo a
ele é adicionado phycol-hypaque na proporgédo de 3 mL para cada 5 mL de sangue
heparinizado. Essa mistura foi posteriormente submetida & centrifugacéo a 1450 g
por 30 minutos a temperatura de 25°C. As células mononucleares do sangue
periférico foram aspiradas cuidadosamente e transferidas para um novo tubo, sendo
as demais porcdes descartadas.

As células foram adicionados 20 mL do meio RPMI a 4°C, essa suspensao foi
centrifugada a 1400-1600 g por 15 minutos a 4°C, sendo esse procedimento repetido
por trés vezes. Posteriormente, retirou-se o sobrenadante e adicionou-se ao
precipitado 2 mL de RPMI. Uma aliquota de 10 uL dessa suspensao € misturada a
40 uL de solugao de Turck, corante que possibilita a visualizagdo ao microscépio das
células para que sejam contadas em camara de Neubauer. Apds a contagem das
células, uma aliquota da suspens3o é retirada e ajustada a concentracdo de 1x10°

células/puL com RPMI.

B) Tratamento das células com os extratos

As células foram plaqueadas em placas de 96 pocos, contendo 1x10° células

/pogo. As concentragdes do extrato do fungo foram preparadas a partir de solugdes

estoques estéreis, sendo diluidas de forma seriada em meio RPMI-1640, obtendo-se
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o volume final de 100 yL em cada poc¢o. Desta forma as concentracdes finais foram
de 2,5; 5,0; 10,0; 20,0 e 40,0 pg/mL. Posteriormente, foi adicionado o corante MTT,
devidamente dissolvido em tamp&o PBS a 5 mg/mL, sendo filtrado e esterilizado (10
ML de MTT para cada 100 yL de meio). As placas foram mantidas em atmosfera
umida a 5% de CO, na temperatura de 37°C durante 4 e 24 horas. As células vivas
tém a propriedade de converter o MTT em um composto de coloracdo azul,
denominado de formazan. Depois de decorrido o tempo necessario para reacao, foi
adicionado acido cloridrico/isopropanol em cada pog¢o, com o objetivo de solubilizar
os cristais de formazan. As leituras foram realizadas em leitor de ELISA a 540 nm

(MOSMANN, 1983).

4.2.11. Atividade antibacteriana

A atividade antibacteriana foi testada contra os microorganismos Escherichia
coli (gram negativo) e Staphylococcus aureus (gram positivo).

As bactérias foram colocadas para crescer e incubadas a 37°C por 24 h, e
depois plaqueada usando um swab estéril, em placas de Petri contendo meio de
cultura Mueller-Hinton. Em seguida, adicionou-se discos estéreis de 5 mm de
diametro que foram previamente embebidos com 20 uL do extrato de Caripia
montagnei em trés concentragdes, 30, 90 e 150 mg/mL. Como controle, foi
adicionado um disco do antibiético ciprofloxacino (5ug). O efeito antibactericida do
extrato testado contra os microorganismos foi determinado apds 24 horas de
incubagdo a 37°C através da medida do halo formado em volta dos discos com

régua ou paquimetro.
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4.2.12. Analises Estatisticas

Para analises estatisticas dos modelos experimentais de inflamacao e
citotoxicidade foram utilizados os testes de analise de variancia ANOVA com nivel
de significancia de p<0,001 e p>0,5 e Teste de Tukey-Kramer, para determinar que

grupos diferem entre os valores obtido para os grupos controle e experimental.
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A composicdo centesimal do tecido do fungo Caripia montagnei pode ser

visualizada na tabela 02. Os resultados dessas analises demonstraram alto teor de

carboidratos (63,3%) e um baixo teor de proteinas (2,2%).

O teor de lipidios observado para C. montagnei foi de 21,4%. Além desses

constituintes, os fungos apresentam ainda fendis e micronutrientes como minerais e

vitaminas que n&o foram quantificados individualmente, pois foge aos objetivos

deste trabalho.

TABELA 02: Composic¢ao centesimal do fungo Caripia montagnei

Componente Quimico
Carboidratos
Proteinas
Lipidios
Fibras

Cinzas

Valor (%)

63,3
2,2
21,4
11,2
1,98

5.2. Rendimento da extragao aquosa de carboidratos

Para o processo de extragdo ja descrito em 3.2.2. foram utilizados 50 g do

tecido fungico. Apds o procedimento total a quantidade obtida foi de 6,7 g,

significando um rendimento de 13,4 %.
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5.3. Analises quimicas do extrato do fungo
As anadlises quimicas realizadas com o extrato de C. montagnei
demonstraram alto teor de carboidratos (98,7%) e baixo teor de proteinas (1,3%).

(Figura 13).

Proteinas;
1,30%
O Carboidratos
B Proteinas
Carboidratos;
98,70%

Figura 13: Percentual dos constituintes carboidratos e proteinas do extrato de C. montagnei.

5.4. Cromatografia descendente em papel

A cromatografia descendente em papel € uma técnica que objetiva analisar
qualitativamente os monossacarideos constituintes da amostra em estudo. Esta
técnica € uma das varias que sao utilizadas com o objetivo de elucidar a estrutura
quimica de um composto. A cromatografia foi realizada no sistema de solvente
Butanol: Piridina: agua (2:3:1,5 v/v/v), conforme ja citado em Materiais e Métodos.
Foi demonstrado que os polissacarideos que compdem os extratos de C. montagnei

séo formados por glicose (Figura 14).
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FIGURA 14: Cromatografia descendente em papel do hidrolisado do extrato de C. montagnei,
utilizando como padrdo monossacarideos. Sistema solvente Butanol: Piridina: agua (2:3:1,5 v/v/v).
Legenda das siglas na figura: Fuc: fucose; Xil: xilose; Gal: galactose; Gli: glicose; Man: manose; Ac.
Gluc: acido glucurdnico.

5.5. Analises espectrofotométricas
5.5.1. Infravermelho

A analise de infravermelho revelou a presenca de trés bandas importantes
(Figura 15). No comprimento de onda 3500 cm™ observa-se sinal caracteristico da
presenca de hidroxilas no composto. Se este sinal apresenta-se de espessura mais
larga, como é o caso, significa que a hidroxila em questdo esta associada de forma
polimérica. O sinal existente na faixa entre 2900-2700 cm™ significa a presenga do
grupamento C-H da fungao organica aldeido em deformacédo axial. A existéncia de

um sinal na faixa de 1750-1600 cm™ se relaciona com a presencga do grupo carbonila
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(C= 0O) da funcao organica de aldeido em deformacao axial. Este sinal se apresenta
como dublete, podendo indicar a interacdo com proteinas existentes no composto.

- 750 cm™ verifica-se a presenca de sinais que s&o

Na regido entre 1500 cm
tipicos de polimeros do tipo beta-glucana, como os sinais existentes nos seguintes

comprimentos de onda do espectro: 1370, 1150, 1110 e 770 cm™ (Figura 15).
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5.5.2. Ressonéancia Magnética Nuclear (RMN)

O espectro de RMN do extrato do fungo Caripia montagnei demonstrou a
presenca de relativa simplicidade, isso se deve ao tipo de polissacarideo, glucanas,
presentes nos fungos.

A figura 16 mostra o espectro de RMN de C™ do extrato de C. montagnei,
podem-se observar sinais entre 60 e 80 ppm tipicos da presenca de carboidratos em
ligacdo glicosidica de configuragcdo beta (GONZAGA et al., 2005 e YALIN et al.,
2005). Observa-se ainda que nesse espectro a presenga de sinais na regiao de
22,7 a 40,0 ppm. Gonzaga et al. (2005) relataram que a presencga de sinais entre 20-

40 ppm sugere a presencga de estrutura do tipo glucana-proteina.
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O espectro de 'H do extrato do fungo C. montagnei mostra sinais na regido
anomérica a 4-6 ppm (Figuras 17-A e 17-B). Os sinais existentes entre 4,1 a 4,6 ppm
correspondem a presenga de B-glucana (GONZAGA et al., 2005, KAWAGISHI et al.,
1990). Existe ainda sinais entre 1,4 a 2,5, que segundo Silverstein et al. (1994),

estdo relacionadas a estrutura glucana-proteina.
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Figura 17: B) Espectro de R.M.N. (1H) do extrato de C. montagnei — regiao de 3.6 a 10.5 ppm.
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5.6. Edema plantar induzido por carragenana

A injecao intraplantar de carragenana é procedimento utilizado para avaliar a
atividade antiinflamatdria de compostos em geral.

A acado dos extratos sobre o edema induzido por carragenana foi testada em
trés diferentes concentragdes (10, 30 e 50 mg/kg do animal), em diferentes grupos
de animais, conforme ja descrito. Outros grupos também foram feitos, como o do L-
NAME e os agonistas dos PPARs (clofibrato e PFOA), para comparar o efeito
antiinflamatério entre os grupos e verificar se o extrato do fungo em estudo atua
ativando os PPARs. Os animais tratados receberam os compostos, por via
intraperitoneal, trinta minutos antes da aplicagdo da carragenana e através da
medida da espessura da pata observada antes e apds a inducdo do edema pode-se
avaliar o efeito antiinflamatorio. O pico inflamatério neste modelo ocorre na segunda
hora apds indugao do edema plantar por carragenana.

Na figura 18, pode-se observar o efeito das trés concentragcbes do extrato de
Caripia montagenei neste modelo de inflamagéo. Pode-se inferir que a concentragao

de 50 mg/Kg foi a que teve o melhor efeito antiinflamataorio.
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Figura 18: Efeito antiinflamatério dos extratos de C. montagnei no edema plantar induzido por
carragenana. Os dados apresentados foram expressos em média £ DP.

O extrato de Caripia montagnei reduziu 73,3% do edema quando aplicados na
concentragédo de 50 mg/kg do peso do animal, logo apos a primeira hora de indugéo
do processo inflamatério. Na segunda hora essa redugao foi ainda maior, atingindo
um valor de 91,4% e ja na quarta hora o edema foi totalmente reduzido. Na
concentragdo de 10 mg/kg e 30 mg/Kg, houve uma diminuicédo de 18% e 42,8%,
respectivamente. Assim, pode-se observar que o efeito antiinflamatério do extrato de
C. montagnei é dose-dependente, pois aumenta o efeito antiinflamatério conforme
aumenta a concentragao teste.

Comparando o grupo de concentragao de 50 mg/Kg do extrato do fungo em
teste, que teve o melhor efeito anti-inflamatério, com o grupo do L-NAME, pode-se
observar que o extrato de C. montagnei revelou um perfil de redugdo do edema

bastante semelhante (Figura 19). Segundo os testes ANOVA e Tukey-Kramer, nos
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grupos tratados com L-NAME e na concentragédo de 50 mg/Kg do extrato de C.
montagnei houve reducado extremamente significativa (p<0.001) do edema quando
comparados ao controle positivo.

O L-NAME é um composto com potencial antiinflamatério e atua inibindo a
sintese do 6xido nitrico, pois inibe a enzima 6xido nitrico sintase, enzima essencial
para a sintese deste mediador inflamatorio. Nao houve diferenga significativa entre
os grupos L-NAME e do extrato de C. montagnei na concentragdo de 50 mg/Kg,

significando que estes grupos tém efeito antiinflamatorio equivalentes.
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Figura 19: Efeito antiinflamatério do extrato de C. montagnei na concentragdo de 50 mg/Kg e do L-
NAME no edema plantar induzido por carragenana. Os dados apresentados foram expressos em
média + DP.

Comparando o efeito antiinflamatério dos agonistas de PPAR-a (PFOA e
clofibrato) com o extrato de C. montagnei na concentragdo de 50 mg/Kg, pode-se
observar que estes agonistas possuem também efeito antiinflamatdrio. O clofibrato

reduziu 10,7% enquanto o PFOA reduziu 56,8%, na segunda hora apds indu¢do do
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edema (Figura 20). Analisando os agonistas de PPAR com os testes estatisticos,
ANOVA e Tukey-Kramer, observamos que houve reducgao significativa (p<0.001) do

edema quando comparados ao controle positivo.
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Figura 20: Efeito antiinflamatério do extrato de C. montagnei na concentracao de 50 mg/Kg e dos
agonistas de PPAR no edema plantar induzido por carragenana. Os dados apresentados foram
expressos em média + DP.

5.7. Analises Histologicas

As analises histoldgicas da pata dos animais demonstraram que aqueles que
receberam apenas solugao salina (controle negativo) e coradas com HE mostraram
auséncia de reacao inflamatéria (Figura 21-A). As laminas dos animais que foram
sensibilizados com carragenana e nao foram tratados (controle positivo)
apresentaram intenso infiltrado celular, caracteristico de reacgao inflamatdria (Figura

21-B)



69

Nas figuras 22, 23 e 24 observam-se os efeitos do extrato de Caripia
montagnei nos grupos dos animais tratados em concentragdes de 10, 30 e 50 mg/kg
e nos grupos tratados com L-NAME, clofibrato e PFOA. Pode-se notar que as
diferencas histologicas sao visiveis, principalmente, quanto ao grau de infiltrado
celular do tecido analisado, sendo estas diferencgas facilmente constatadas. Pode-se
perceber ainda, que a estrutura geral do tecido e o recrutamento de células para o
local da inflamagao sofreram uma diminuigdo nas concentragdes de 30 e 50 mg/kg
do extrato testado, a agéo foi mais eficiente na concentragdo mais alta (Figura 23-A).
Em relagdo aos agonistas de PPAR pode-se observar que ocorreu uma maior

redugao da quantidade de leucécitos com o PFOA, do que com o clofibrato.
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FIGURA 21: Analises histolégicas (HEX200) da pata dos grupos controle. A- Controle negativo
(salina) ; B- Controle Positivo (Carragenana — sem tratamento).



70

FIGURA 22: Analises histologicas (HEX200) da pata dos grupos: A- Extrato Caripia montagnei 10
mg/Kg ; B- Extrato Caripia montagnei 30 mg/Kg.
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FIGURA 23: Analises histologicas (HEX200) da pata dos grupos: A- Extrato Caripia montagnei 50
mg/Kg ; B- L-NAME.
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A) B)

FIGURA 24: Analises histologicas (HEX200) da pata dos grupos: A- Agonista de PPAR, Clofibrato; B-
Agonista de PPAR, PFOA.

5.8. Peritonite induzida por tioglicolato

Neste modelo de inflamagcdo pode-se observar o efeito antiinflamatorio
através da diminuicdo migratéria do numero de leucécitos para o sitio da inflamagao
e do teor de 6xido nitrico no lavado peritoneal. Pelos resultados obtidos pode-se
observar uma redugao de cerca de 70% do numero global de leucécitos quando foi
administrado o extrato de C. montagnei na concentragdo de 50 mg/Kg. Para as
demais concentragdes testadas do extrato, 10 e 30 mg/kg, a redugéo do processo
inflamatorio foi de 52,4% e 50,7%, respectivamente. Dessa forma a concentracao
que teve um melhor efeito antiinflamatério através deste modelo de inflamacéao

também foi a concentragéo de 50 mg/Kg (Figura 25).
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Figura 25: Atividade antiinflamatdria dos extratos de C. montagnei, agonistas de PPAR e diclofenaco
sddico na peritonite induzida por tioglicolato. Controle positivo (sem tratamento — tioglicolato), controle
negativo (solugéo salina). Os dados apresentados foram expressos em média + DP. ( p<0,0001).

A atividade antiinflamatoria € uma das diversas fungdes atribuidas aos
agonistas do PPAR. Entao, objetivando ter uma observacao sobre o efeito desses
compostos frente ao modelo de peritonite e para poder comparar com o extrato de
C. montagnei, neste experimento realizou-se também, peritonite com os agonistas
do PPAR e o diclofenaco sédico, um antiinflamatério ja bastante utilizado (Figura
26).

Segundo os testes ANOVA e Tukey-Kramer, em todos os grupos testados
houve redugdo significativa (p<0,001) da quantidade de leucdcitos/mm® quando
comparados ao controle positivo.

Os agonistas do PPAR utilizados neste experimento foram: clofibrato, Wy-
11643 e PFOA, e a reducdo do infiltrado leucocitario foi de 49,3%, 48,9 e 35,2%,

respectivamente.
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Figura 26: Atividade antiinflamatdria do extrato de C. montagnei, 50 mg/Kg, e agonistas do PPAR na
peritonite induzida por tioglicolato. Controle positivo (tioglicolato de sodio), controle negativo (salina).
Os dados apresentados foram expressos em meédia + DP. ( p< 0,0001 e a: ndo houve diferenca
significativa entre os grupos).

O extrato de C. montagnei na concentragcédo de 50 mg/Kg e o diclofenaco
sédico (75 mg/Kg), um antiinflamatério inibidor da ciclooxigenase-1, nao

apresentaram diferencas significativas (p>0,05).

5.9. Avaliagao dos teores de Nitrato / Nitrito

No modelo de inflamacdo de peritonite, através da administracdo de
tioglicolato de sédio a 3% injetados nos peritdbnios dos camundongos, um processo
inflamatdrio é formado e ocorre recrutamento de leucécitos ao local da inflamacéo.
Estas células em resposta ao processo celular liberam uma série de substancias
conhecidas como mediadores da inflamagdo como as citocinas, prostaglandinas,
oxido nitrico, etc.

Com o lavado peritoneal obtido no processo de peritonite realizou-se a

quantificacdo dos niveis de NO,/NO;. Os teores de nitrito/nitrato produzidos apés
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administracao do tioglicolato e o efeito da administracdo prévia do extrato de C.

montagnei na concentragao de 10, 30 e 50 mg/ kg podem ser avaliados na figura 27.
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Figura 27: Dosagem dos teores de NO (NO,/NO3) no lavado peritoneal de camundongos Swiss com
peritonite induzida por tioglicolato, e tratados previamente com os extratos de C. montagnei. Controle
positivo (tioglicolato), controle negativo (solugéo salina). Os dados apresentados foram expressos em
média £ DP. (*** p< 0,001).

Observa-se que os extratos de Caripia montagnei demonstraram redugao
significativa dos teores de NO,/NO3; Esta mesma afirmagéo pode ser feita para os
demais grupos testados (Figura 28).

Segundo os testes ANOVA e Tukey-Kramer, em todos os grupos testados
houve redugéao significativa (p<0,001) dos niveis nitrato/nitrito quando comparados

ao controle positivo.
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Figura 28: Dosagem dos teores de NO (NO,/NO3) no lavado peritoneal de camundongos Swiss com
peritonite induzida por tioglicolato, e tratados previamente com os extratos de C. montagnei e demais
grupos citados. Controle positivo (sem tratamento — tioglicolato), controle negativo (solu¢do salina).Os
dados apresentados foram expressos em média + DP. (*** p< 0,001).

5.10. Citotoxicidade

Os testes de citotoxicidade sdo baseados na capacidade que as células
possuem de converter os sais tetrazolium (MTT), em um composto de coloragao azul
denominado formazan. Apenas as células vivas possuem essa capacidade
(MOSMANN, 1983). A avaliagéo da transformagao do MTT em formazan em células
mononucleares do sangue periférico se da através de leitura em ELISA a 540 nm.

A incubacédo das células com o extrato de C. montagnei por 4 horas e 24
horas revelou que nas concentragcdes testadas (2,5; 5,0; 10,0; 20,0 e 40,0
Mg/100uL), o extrato do fungo em estudo induziu a proliferagdo celular quando
comparados ao controle no periodo de 24 horas (Figura 29). Ja para o periodo de 4

horas nao houve proliferagao celular nem toxicidade relevante.
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Os testes ANOVA e Tukey-Kramer revelaram que em todas as concentragbes
testadas para o intervalo de 4 h, ndo houve redugdo significativa (p<0,001) de
densidade 6tica quando comparados ao controle. Ja para o periodo de 24 h houve

diferenga extremamente significativa entre os grupos e o controle (p<0,001).
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FIGURA 29: Efeito dos extratos de C. montagnei sobre a transformagcdo do MTT em formazan em
células mononucleares do sangue periférico. Os dados apresentados foram expressos em meédia +
SD. . ( p<0 001, valor estatisticamente significante em relacéo ao controle).

5.11. Atividade antibacteriana

Em relacdo aos estudos de atividade antibacteriana, verificou-se que as
bactérias testadas, Staphilococcus aureus (gram positiva) e Escherichia coli, (gram
negativa) nao foram inibidas pelo extrato utilizado, em nenhuma das concentracbes
testadas (30, 90 e 150 mg/mL). A verificagao deste resultado € obtida através da nao

observacao de halos de inibicdo ao redor dos discos contendo os extratos (Figura
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30). Os halos existentes nas placas referem-se ao halo de inibigdo promovido pelo

antibidtico ciprofloxacino que foi utilizado como controle.

o aitail

a) Gram-negativo (E. coli) b) Gram positivo (S. aureus)

Figura 30: Atividade antibacteriana do extrato do fungo de C. montagnei frente a bactérias do grupo
gram-positivo (a) e gram-negativo (b).
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6. DISCUSSAO

As razdes relacionadas ao interesse na pesquisa de fungos variam desde sua
utilizacdo na industria alimenticia até grandes efeitos biolégicos e farmacolégicos.
Varias propriedades ja foram atribuidas a estes organismos, tais como: propriedades
antiinflamatodria, antitumoral, antiviral, antitrombdtica, hipolipémica e antioxidante,
atividades essas relacionadas a varias substancias, como ésteres, proteinas,
enzimas, vitaminas e polissacarideos (BRUM, 2005; GUTERREZ et al., 2004; LUIZ
et al., 2003).

As pB-D-glucanas sao polissacarideos considerados como o0s principais
responsaveis pelas diversas atividades biolégicas e farmacolégicas atribuidas aos
fungos. As B-D-glucanas diferem entre si pelo tipo de ligacédo e ramificacoes
caracteristicas que lhes conferem diferentes acbes biolégicas. Assim, a
caracteristica estrutural é fundamental para a agado das B-D-glucanas (BROWN,
2003).

BREENE (1990), analisando a composicdo centesimal do fungo Lentinus
edodes observou que esse fungo € composto por 24,6% de proteinas e 44% de
carboidratos. A composicao centesimal de Caripia montagnei revela que este fungo
€ composto principalmente por carboidratos (63,3%) e lipideos (21,4). Esse teor de
lipideos é bem superior ao citado por DEMIATE (2003), que afirma ter encontrado
um teor de lipideos de 0,89% no fungo Agaricus blazei.

As analises quimicas realizadas neste trabalho demonstraram que o extrato
aquoso de Caripia montagnei é composto prioritariamente por polissacarideos
(98,7%) de unidades de glicose, e um baixo teor protéico (1,3%). Este resultado
difere de outros trabalhos realizados em nosso laboratério. Dore et al. (2007),

observaram que o fungo Geastrum saccatum é composto por uma grande
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quantidade de carboidratos (84%); sendo estes carboidratos constituidos de grandes
quantidades de glicose e tragos de galactose. A presenga de proteina no extrato
pode significar a existéncia de complexos glucana—proteinas, que podem ser
fundamentais para acdo das glucanas. Estudos mostram que as glucanas
encontram-se provavelmente ligadas a proteinas, formando um complexo glucana-
proteina (LIU, OOl & CHANG, 1997). Isto pode ser visualizado através da analise do
espectro de infravermelho e ressonancia magnética nuclear do extrato do fungo C.
montagnei. No espectro de infravermelho observa-se a presenca de sinais em forma
de dubletes em algumas bandas do espectro que pode estar relacionada a presenca
de proteinas na amostra. Além disso, o espectro revelou que o extrato em estudo
possui grupamentos hidroxilas associados, caracteristicos de composto poliméricos
e apresenta grupamento carbonila da fungédo organica aldeido. Na regido entre 1500

1. 750 cm™ verificam-se a presenga de sinais que s&o tipicos de polimeros do

cm -
tipo beta-glucana, Estes valores sao semelhantes aos obtidos anteriormente por
GUTIERREZ et al., (1996), que trabalhou com glucanas do fungo Pleutorus. As
analises do espectro de RMN de C™ e 'H do extrato de C. montagnei, revelou a
presenca de sinais que sugerem a presenca de estrutura do tipo glucana-proteina e
de ligagao glicosidica em configuragdo beta. Estes dados sdo confirmados aos
encontrados em nosso laboratério (DORE et al., 2007) e por outros pesquisadores
(GONZAGA et al., 2005; KAWAGISHI et al., 1990; SILVESITEN et al., 1994 e YALIN
et al., 2005).

Freitas et al. (2004), observaram que a glucana insoluvel, extraida da parede
celular interna do fungo Saccharomyces cerevisae, quando usada em camundongos

por via intraperitoneal, em modelo de sepse abdominal, contribuiu para melhorar a

sobrevida, induziu protecdo contra a formacao de colénias bacterianas no liquido



80

peritoneal e aumentou a migragdo leucocitaria. Para avaliar o potencial
imunomodulatério do extrato do fungo C. montagnei realizou-se a indugao da
inflamacéao através de dois modelos, a peritonite induzida por tioglicolato e o edema
plantar induzido por carragenana. Nos dois modelos testados pode-se demonstrar
que o extrato do fungo Caripia montagnei mostrou caracteristica antiinflamatéria, por
agir diminuindo o numero de células recrutadas para o local da inflamagéo. Em
ambos os modelos de inflamacédo testados o extrato foi administrado em trés
concentragdes, 10, 30 e 50 mg/Kg e a concentragdo de 50 mg/Kg foi a que gerou
melhor efeito antiinflamatdrio. Esta concentragdo é inferior a utilizada por NOSALOV
et al. (2001), que utilizou glucanas do fungo Pleurotus ostreatus e obteve um efeito
antiinflamatorio somente com 100 mg/Kg.

CUZZOCREA (1997) observou que no edema plantar induzido por zymosan a
resposta inflamatdria inicial € mediada pelo 6xido nitrico e na fase final € mediada
por prostaglandinas. No modelo de edema plantar, o extrato de Caripia montagnei
na concentragdo de 50 mg/Kg teve um efeito semelhante ao L-NAME, um inibidor
nao seletivo da enzima 6xido nitrico sintase, que possui atividade antiinflamatdria.
Nao houve diferenca significativa entre esses grupos (p>0,05). Dessa forma, pode-
se pensar que o extrato de Caripia montagnei pode ter agao antiinflamatéria através
da via do oxido nitrico ja que as curvas-resposta do processo inflamatério foram
bastante semelhantes. Estas semelhanca entre seus efeitos pode ser observada na
analise histologica do tecido removido da pata dos ratos de todos os grupos durante
a segunda hora apés indugéo do processo inflamatério (Figura 03).

As diversas propriedades farmacoldgicas dos agonistas de PPAR-a sao alvo
de recentes pesquisas no mundo, algumas dessas atividades ja tém acéo

comprovada e sao utilizadas na pratica clinica como o uso das glitazonas
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(Roziglitazona e Pioglitazona) como hipoglicemiantes e dos fibratos (clofibrato,
benzafibrato, fenofibrato, etc) como substancias hipolipemiantes. A acao
antiinflamatoria dos agonistas vem sendo bastante pesquisada por diversos grupos
de pesquisa no mundo. Taylor et al., 2002, analisando o efeito de agonistas de
PPARs sobre o processo inflamatorio, concluiu que agonistas, como o PFOA, Wy-
14643 e clofibrato, tem efeitos in vivo, reduzindo o processo inflamatério. Yu-Jui,
Wan & Badr (2006), afirmam que a acao antiinflamatoria dos agonistas de PPAR é
dependente do RXR-alfa, fundamental no mecanismo de ativagdo dos PPARs.
Cuzzocrea et al. (2004), relata que a agao antiinflamatéria nos receptores PPAR-a
ocorre através da inibicdo de citocinas, como a IL-6.

Em relagcdo aos agonistas de PPAR utilizados no modelo de edema plantar
(Clofibrato e PFOA a 100mg/Kg), podemos afirmar que o extrato de C. montagnei na
concentragdo de 50 mg/Kg teve um efeito antiinflamatério superior. Isto pode ser
explicado através do mecanismo de agao dos agonistas de PPAR, pois como atuam
em nivel de nucleo celular, isto requer um tempo maior para a sintese de proteinas
essenciais para o efeito antiinflamatorio. Pelos resultados obtidos, podemos inferir
que as glucanas do extrato de Caripia montagnei provavelmente podem ativar o
mecanismo de ativagao transcricional dos PPARs de forma parcial.

No modelo de peritonite induzida por tioglicolato, todos os grupos testados
tiveram uma reducdo extremamente significativa no nivel de leucécitos por mm?,
inclusive os grupos de agonistas de PPAR mostrando o potencial dessas
substancias no controle inflamatério. O extrato de Caripia montagnei na
concentragdo de 50 mg/Kg teve um 6timo efeito antiinflamatério semelhante ao ja
conhecido antiinflamatério diclofenaco sodico, pois ndo houve diferenca significativa

entre esses grupos (p>0,05). Esses dados sugerem que o extrato de C. montagnei
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pode agir também inibindo a COX, ja que o diclofenaco € um farmaco de agao
antiinflamatéria que atua inibindo a enzima cicloxigenase, enzima chave para a
producdo de mediadores do processo inflamatério, como as prostaglandinas,
tromboxanos e leucotrienos. O 6xido nitrico também & um importante mediador do
processo inflamatério e a dosagem dos niveis de nitrito/nitrato constitui uma
importante ferramenta para avaliagdo do processo inflamatério. Kim (2006),
estudando o fungo Phelinnus linteus, verificou que este fungo produziu uma inibicao
significativa na producdo de éxido nitrico em macréfagos estimulados com LPS.
Através da obtencdo do lavado peritoneal no ensaio de peritonite induzida por
tioglicolato, pO6de-se realizar a dosagem dos niveis de nitrito/nitrato. Em todos os
grupos testados houve reducgéo significativa (p< 0,001) dos niveis nitrato/nitrito
quando comparados ao controle positivo.

O teste de atividade antibacteriana do extrato do fungo Caripia montagnei,
mostrou que o extrato ndo possui efeito sobre bactérias gram positivas ou gram
negativas, nas trés concentragdes testadas (30, 90 e 150 mg/mL). Este resultado
difere do estudo de Smania et al., (2007) que estudou o fungo brasileiro Ganoderma
australe e observou a presenga de atividade contra fungos, bactérias Gram-positivas
e bactérias Gram-negativas.

Com estas informagdes, pode-se inferir que o extrato obtido do fungo Caripia
montagnei é rico em polissacarideos do tipo glucana e possui excelente atividade
antiinflamatoéria na concentragédo de 50 mg/Kg. O efeito antiinflamatério é superior
quando comparado a alguns agonistas de PPAR-a e semelhante ao do L-NAME e
diclofenaco sodico, dois farmacos antiinflamatérios, indicando que o extrato do fungo

em estudo pode ter efeito antiinflamatoério por inibir a INOS e a COX, e de forma
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parcial por agir como agonistas dos PPARs. Trabalhos futuros serdo realizados para

comprovar essa hipotese.
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7. CONCLUSOES

A composicao centesimal do tecido do fungo Caripia montagnei mostrou um
teor de 63,3% de carboidratos, seguido de 21,4% de lipideos, 2,2 % de
proteinas, 11,2% de fibras e 1,98% de cinzas.

As analises quimicas, a espectrofotometria de infravermelho e a
cromatografia descendente em papel demonstram que o extrato obtido do
fungo Caripia montagnei € composto por polissacarideos do tipo B-glucana,
constituido por unidades de glicose e associados a por¢des protéicas.

Nos modelos de inflamacéao testados, edema plantar e peritonite, o extrato de
Caripia montagnei mostrou um excelente efeito antiinflamatério na
concentragao de 50 mg/Kg.

A analise dos cortes histologicos da pata direita dos animais utilizados no
experimento de edema plantar demonstrou que a diminuicdo do numero de
células polimorfonucleares no local da inflamagao acompanha a diminuigao
do edema nos animais que foram tratados com os polissacarideos de Caripia
montagnei.

Os agonistas de PPARs utilizados neste trabalho mostraram redugao
significativa na capacidade migratoria de leucécitos para o local da inflamagéao
no ensaio de peritonite induzida por tioglicolato.

O efeito antiinflamatoério do extrato fungico de Caripia montagnei € superior
quando comparado a alguns agonistas de PPAR-a. Desta forma, conclui-se
que o extrato do fungo em estudo provavelmente participa de forma parcial no

mecanismo de ativagado dos PPARs.



85

O efeito antiinflamatoério extrato fungico de Caripia montagnei é semelhante
ao do L-NAME e ao diclofenaco sdédico, dois farmacos antiinflamatorios,
indicando que o extrato do fungo em estudo pode possuir atividade
antiinflamatadria por inibir a INOS e a COX.

A analise dos teores de nitrato e nitrito no lavado peritoneal obtido no ensaio
de peritonite induzida por tioglicolato, revelou que em todos os grupos
testados houve reducgédo significativa (p<0,001) dos niveis nitrato/nitrito
quando comparados ao controle positivo.

Os ensaios de citotoxicidade mostraram que o extrato do fungo C. montagnei
apresentam a propriedade de induzir a proliferacdo celular nas concentragdes
testadas por 24 horas e ndo promove citotoxicidade significativa no periodo
de 4 horas.

Nas concentragcbes testadas nesse estudo, o extrato do fungo Caripia

montagnei nao mostrou atividade antibacteriana para S. aureus e E. coli.



86

8. REFERENCIAS

AAOC. Associantion Of Official Analitical Chemists. Official methods of analysis.
14ed.; p. 988-1141. Washington, 1984.

ADAMS JS, REN SY. Autoregulation of 1,25-dihydroxyvitamin D synthesis in
macrophage mitochondria by nitric oxide. Endocrinology, 137(10):4514-7, 1996.

ADEREM A, ULEVITCH RJ. Toll-like receptors in the induction of the innate immune
response. Nature., 406:782-7, 2000.

ALQUINI G, CARBONERO ER, ROSADO FR, COSENTINO C, IACOMINI M.
Polysaccharides from the fruit bodies of the basidiomycete Laetiporus sulphureus
(Bull.: Fr.) Murr. FEMS Microbiol Lett. 15;230(1):47-52, 2004.

BLIGH, E.G.; DYER, W.J.A. A rapid method of total lipid extraction and purification.
Can J. Biochem. Physiol., 37: 911-917, 1959.

BOCOS C, GOTTLICHER M, GEARING K, BANNER C, ENMARK E, TEBOUL M,
CRICKMORE A, GUSTAFSSON JA. Fatty acid activation of peroxisome proliferator-
activated receptor (PPAR). J Steroid Biochem Mol Biol., 53(1-6):467-73; 1995.

BOEHM M., ZHANG L., ZHI L., MCCLURG M., BERGER E., WAGONER M., et al.
Design and synthesis of potent retinoid X receptor selective ligands that induce
apoptosis in leukemia cells. J Med Chem., 38:3146-55, 1995.

BREENE, W. Nutritional and medicinal value of speciality mushrooms. Journal of
Food Production 53, 883-894, 1990.

BROW, G.D.; TAYLOR, P.R.; REID, D. M.; WILLMENT, J.A.; WILLIAMS, D.L;
MARTINEZ-POMARES, L.; WONG, S.Y.C.; GORDON, S. Dectin-1 is a major -
glucan receptor on macrophages. J. Exp. Med, 2002.

BROWN, G.D.; GORDON, S. Fungal B-glucans and mammalian imunity. Immunity,
19: 311- 315, 2003.

BRUM, |.S. et al. association between androgen receptor gene CAG repeat
polymorphism and plasma testosterone level in post menopausal women. J. of the
Society for Gynec. Invest. , 12: 135-141, 2005.

CARBONERO,E.R.; MONTAI, A.V.; WORANOVICZ-BARREIRA, S.M.; GORIN,
P.A.J.; IACOMINI, M. Polysaccharides of lichenized fungi of three Cladina spp
significance as chemotypes. Phytochemistry, 61: 681-686, 2002.

CARLILE, M.J. and WATKINSON, S.C. Classification, Phylogeny and Evolutionary
Trends. The Fungi, cap. 5, pg 235-241. Academic Press, 3 ed. 1996.

CHO, J.H.; CHO, S.D.; HU, H.; KIM, S.H.; LEE, S.K.; LEE, Y.S.; KANG, K.S. The
roles of ERK 1/2 and p38 MAP kinases in the prevention mechanism of mushroom
Phellinus linteus against the inhibiton of gap junctional intercellular commuinication
by hydrogen peroxide. Carcinogenesis 23, 1164- 1169; 2002.



87

COLLEONI-SIRGHIE, M., FULTON, D. B. and WHITE, P. J. Structural features of
water soluble (1,3) (1,4)-B-p-glucans from high-B-glucan and traditional oat lines.
Carbohydrate Polymers, 54, 237-249, 2003.

CUZZOCREA S, ZINGARELLI B, CALAPAI G, NAVA F, CAPUTI AP. Zymosan-
activated plasma induces paw oedema by nitric oxide and prostaglandin production.
Life Sciences. 60(3):215-20, 1997.

CUZZOCREA S., PAOLA R., MAZZON E., GENOVESE T., MUIA C., CENTORRINO
T., AND CAPUTI A. P. Role of endogenous and exogenous ligands for the
peroxisome proliferators activated receptors alpha (PPAR-#) in the development of
inflammatory bowel disease in mice. Laboratory Investigation. 84, 1643-1654,
2004.

DAVIES MG, FULTON GJ, HAGEN PO. Clinical biology of nitric oxide. Br J Surg.,
82(12):1598-610, 1995.

DEMIATE, I.M & SHIBATA, C.K.R.. Cultivo e Analise da Composicdo Quimica do
Cogumelo do Sol (Agaricus blazei Murril); Publ. UEPG Ci. Biol. Saude, Ponta
Grossa, 9 : 21-32, 2003.

DORE, C.M.P.G., AZEVEDO, T.C.G., SOUZA, M.C.R., REGO, L.A., DANTAS,
J.C.M.,, SILVA, F.R.F.,, ROCHA, HA.O, BASEIA, I.G. and LEITE, E.L.
Antiinflammatory, antioxidant and cytotoxic actions of B-glucan-rich extract from
Geastrum saccatum mushroom. International Immunopharmacology, 7:1160-
1169, 2007.

DUBOIS, M.; GILLES, K. A;; HAMILTON, J. K.; REBERS, P. A. & SIMTH, F.
Colorimetric method for determination of sugars, and related substances. Anal.
Chem., v. 28, p. 350-356, 1956.

FARRELL AJ, BLAKE DR. Nitric oxide. Ann Rheum Dis, 55(1):7-20, 1996.
FREITAS, Janaina Cristiana de Oliveira Crispim; MEDEIROS, Aldo da Cunha;
SALES, Valéria Soraya de Farias. Protegao pela glucana em modelo experimental

de sepse. Acta Cir. Bras., Sao Paulo, v. 19, n. 3, 2004 .

FRUCHART JC, DURIEZ P, STAELS B. Molecular mechanism of action of the
fibrates. J Soc Biol.;193(1):67-75, 1999.

FUNGI PERFECTI. 11/10/2005. www.fungiperfecti.com

GIESE, E. C.; BARBOSA, A. M.; CORRADI DA SILVA, M. L. Rev. Biotechnol. C.
Desenvol. 30:97, 2003.

GONZAGA, M.L.C., RICARDO, N.M.P.S.; HEATLEY, F.; SOARES, S.A. Isolation
and characterization of polysaccharides from Agaricus blazei Murril, Carbohydrate
Polymers, 60: 43-49, 2005.



88

GUTERREZ, Z.R., MANTOVANI, M.S.; EIRA, A.F.; RIBEIRO, L.R.; JORDAO, B.Q.
Variation of the antimutagenicity effects of water extracts of Agaricus blazei Murril in
vitro. Toxicology in vitro, 18: 301-309, 2004.

GUTIERREZ A., PRIETO A., MARTINEZ A.T. Structural characterization of
extracellular polysaccharides produced by fungi from the genus Pleurotus.
Carbohydrate Research. 281(1):143-54, 1996.

HAMILTON T. A. ', NOVOTNY M., DATTA S. PALASH M, HARTUPEE J., JULIE
TEBO and LI X.Chemokine and chemoattractant receptor expression: post-
transcriptional regulation Journal of Leukocyte Biology. 82:213-219, 2007.

ISSEMANN e GREEN S., Activation of a member of the steroid receptor superfamily
by peroxisome proliferators. Nature, 347:645—650, 1990.

JUNQUEIRA, L.C.U; CARNEIRO, J. Histologia basica, 9% ed, Rio de Janeiro:
Guanabara Koogan, 1985.

JURAJ CULMAN, Yl ZHAO, PETER GOHLKE AND THOMAS HERDEGEN. PPAR-y:
therapeutic target for ischemic stroke. Trends in Pharmacological Sciences, 28:
244-249, 2007.

KATSUNG, B.G. Farmacologia Basica e Clinica. 6% edicdo. Rio de Janeiro.
Guanabara Koogan, p. 408-423, 1998.

KAWAGISHI H, NOMURA A, MIZUNO T, KIMURA A, CHIBA S. Isolation and
characterization of a lectin from Grifola frondosa fruiting bodies. Biochim Biophys
Acta., 20;1034(3):247-52, 1990.

KIM B.C., CHOI J.W., HONG H.Y., LEE S.A., HONG S., PARK E.H., KIM S.J., LIM
C.J. Heme oxygenase-1 mediates the anti-inflammatory effect of mushroom
Phellinus linteus in LPS-stimulated RAW264.7 macrophages. Journal of
Ethnopharmacology. 106 (33): 364-371, 2006.

LAUDET V., HANNI C., COLL J. Evolution of the nuclear receptor gene superfamily.
EMBO., 11:1003-13, 1992.

LEHMANN JM,LENHARD JM,OLIVER BB,RINGOLD GM,KLIEWER AS. Peroxisome
proliferator-activated receptors alpha and gamma are activated by indomethacin and
other non-steroidal anti-inflammatory drugs. J Biol Chem. 272:3406-3410. 1997.

LIU, F.; OOI, V.E., CHANG, S.T. Free radical scavenging activities of mushroom
polysaccharides extracts. Life Sciences, 60:1433-6, 1997.

LIU, W.K.; NG, T.B.; SZE, S.F.; & TSUI, K.W. Activation of peritoneal macrophage by
polysaccharides from the mushroom Coriolus versicolor. Immunopharmacology,
26, 139-146, 1993.

LUIZ, R.C.; JORDAO, B.Q.; EIRA, AF. RIBEIRO, L.R.; MANTOVANI, M.S.
Mechanism of anticlastogenicity of Agaricus blazei Murril mushroom organic extracts



89

in wild type CHO(K1) and repair deficient (xrs5) cells by chromosome aberration and
sister chromatid exchange assays. Mutation Research. 528: 75-79, 2003.

MARX N., SUKHOVA G.K., COLLINS T., LIBBY P., PLUTZKY J. PPAR alpha
activators inhibit cytokine-induced vascular cell adhesion molecule-1 expression in
human endothelial cells. Circulation, 99:3125-3131, 1999.

MICHALIK L, WAHLI W. Peroxisome proliferator-activated receptors: three isotypes
for a multitude of functions. Curr Opin Biotechnol., 10(6):564-70, 1999.

MIZUNO T. The extraction and development of antitumor active polysaccharides
from medicinal mushrooms in Japan (Review) International Journal of Medicinal
Mushrooms 1: 9-30, 1999.

MOSMANN, T. Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival: Application
to proliferation and cytotoxicity assays. Journal of Inmunological Methods, 65: 55-
63, 1983.

NOSALOVA, V.; BOBEK, P.; CERNA, S.; TVRTINA, G. S. Effects of Pleuran (B-
Glucan lIsolated from Pleurotus ostreatus) on Experimental Colitis in Rats. Physiol.
Res., 50: 575-581, 2001.

PALMER LA, JOHNS RA. Hypoxia upregulates inducible (Type Il) nitric oxide
synthase in an HIF-1 dependent manner in rat pulmonary microvascular but not
aortic smooth muscle cells. Chest. 114:33S-34S; 1998.

PAPAPETROPOULOS A, ANDREOPOULOS S,GO CY,HOQUE AJFUCHS
LC,CATRAVAS JD. Regulation of the nitric oxide synthase-nitric oxide-cGMP
pathway in rat mesenteric endothelial cells. J Appl Physiol. 91:2553-2560; 2001.

PARK, Yong K. et al . Determinagédo da concentragdo de beta-glucano em cogumelo
Agaricus blazei Murill por método enzimatico. Ciénc. Tecnol. Aliment., Campinas,
v. 23, n. 3, 2003.

PEREIRA F.E.L. e BOGLIOLO, L. Livro: Bogliolo Patologia. Capitulo 7 -
Inflamagdes. Editora: Guanabara Koogan. 6%ed. Rio de Janeiro, RJ. 2004

PEREYRA, M.T.; PIETRO, A.; BERNABE, M., LEAL, J.A. Studies of new
polysaccharides from Lasallia pustulata (L.) Hoffm. Lichenologist, 35:177-185,
2003.

RALSTON, S.H. The Michael Mason Prize Essay. Nitric oxide and bone: what a gas!
Br. J. Rheumatol. 36, 831- 838, 1997.

REY, L. Dicionario de termos Médicos, 1998.

RICOTE M,HUANG J,FAJAS L,LI AWELCH J,NAJIB JWITZTUM JL,AUWERX
J,PALINSKI W,GLASS CK. Expression of the peroxisome proliferator-activated
receptor gamma (PPARgamma) in human atherosclerosis and regulation in
macrophages by colony stimulating factors and oxidized low density lipoprotein. Proc



90

Natl Acad Sci U S A (Proceedings of the National Academy of Sciences of the
United States of America). 95:7614-7619; 1998.

ROBBINS; P. F., KAWAKAMI; Y. Human tumor antigens recognized by T cells.
Curr Opin Immunol. 8(5):628-36. 1996.

ROSS GD, VETVICKA V, YAN J, XIA Y, VETVICKOVA J. Therapeutic intervention
with complement and beta-glucan in cancer. Immunopharmacology. 42:61-74;
19909.

SALVEMINI D, WANG ZQ, WYATT PS, BOURDON DM, MARINO MH, MANNING
PT, CURRIE MG. Nitric oxide: a key mediator in the early and late phase of
carrageenan-induced rat paw inflammation. Br J Pharmacol. 118(4):829-38, 1996.

SCHOOJANS K., STAELS B., AUWERX J. Role of the peroxisome proliferators
activated receptor (PPAR) in mediating effects of fibrates and fatty acids on gene
expression. J. Lipid Res., 37:90725, 1996.

SEVIOUR R. J.; STASINOPOULOS S. J.; AUER D. P. F.; GIBBS P. A. Production of
pullulan and other exopolysaccharides by filamentous fungi, Critical reviews in
biotechnology, 12,: 279-298, 1992.

SILVA, MARIA DE LOURDES CORRADI DA; MARTINEZ, PAULA FELIPPE; IZELI,
NATALY LINO; SILVA, IARA RIBEIRO; VASCONCELOS, ANA FLORA DALBERTO;
CARDOSO, MARILSA DE STEFANI; STELUTTI, ROSANGELA MARIA; GIESE,
ELLEN CRISTINE; BARBOSA, ANELI DE MELO. Chemical characterization and
biotechnology applications of fungal glucans. Quimica Nova, 29: 85-92, 2006.

SILVERSTEIN, M.R.; BASSLER C. G.; MORRIL C. T. Identificagdo espectrométrica
de compostos organicos. Livros Técnicos e Cientificos S.A. Rio de Janeiro. 5% ed.
1994.

SMANIA, Elza de Fatima Albino et al. Atividade antimicrobiana do australato de
metila de Ganoderma australe. Rev. bras. farmacogn. , Jodo Pessoa, v. 17, n.
1, 2007.

SPECTOR J. Refinement of the croomassie blue method of protein quantification: A
simple and linear spectrofotometric assay of 0.5 to 50 mg of protein. Anal Biochem.
86:142-146, 1978.

TAVARES V, HIRATA RDC, HIRATA MH. Acéo dos PPARs no metabolismo de
lipideos, homeostase da glicose e inflamagao. Newslab. 57:128-44; 2003.

TAVARES, V., HIRATA, M.H., HIRATA, R.D.C. Receptor Ativado por Proliferadores
de Peroxissoma Gama (PPARy): Estudo Molecular na Homeostase da Glicose,
Metabolismo de Lipideos e Abordagem Terapéutica. Arq. Bras. Endocinol Metab.
51, 526-533; 2007.



91

TAYLOR B.K., DADIA N., YANG C.B., KRISHNAN S., BADR M. Peroxisome
Proliferator-Activated Receptor Agonists Inhibit Inflammatory Edema and
Hyperalgesia. Inflammation. 26 (3):121-127, 2002.

TREVELYAN, W.E.; PROCTER, D.P.; HARRISON, J.S. - Detection of sugars on
paper chromatograms. Nature, 166: 444 - 445, 1950.

VAN MIERT, A.S.J.P.A.M. Present concepts on the inflammatory modulators with
special reference to cytokines. Veterinary Research Communications, 26 (2):111-
126, 2002.

WAN Y.Y. and BADR M.Z. Inhibition of Carrageenan-Induced Cutaneous
Inflammation by PPAR Agonists is Dependent on Hepatocyte-Specific Retinoid X
Receptor Alpha. PPAR Research. 96341: 1-6, 2006.

WASSER, S. P. Medicinal mushrooms as a source of antitumor and
immunomodulating polysaccharides. Applied Microbiology and Biotechnology,
60: 258-74, 2002.

WILLIAMS, D.L. Overview of (1,3)-beta-D-glucan immunobiology. Mediators
Inflamm. 6:247-250, 1997.

WILLMENT JA, GORDON S, BROWN GD. Characterization of the Human beta-
Glucan Receptor and Its Alternatively Spliced Isoforms. J. Biol. Chem, 276, 43818-
43823, 2001.

www.afh.bio.br/imune/img/imune13.jpg
www.ig.unesp.br

XIE, X. et al. - Inhibition of selectin-mediated cell adhesion and prevention of acute
inflammation by nonanticoagulant sulfated saccharides — studies with carboxyl-
reduced and sulfated heparin and trestatin a sulfate. J. Biol. Chem. v. 275, n. 44, p.
34818-34825, 2000.

YALIN, W.; YUANJIANG, P.; CUIRONG, S. Isolation, purification and structural
investigation of a water-soluble polysaccharide from Solanum Ilyratum Thunb, Intern.
Journal of Biological macromolecules, 36: 241-245, 2005.

YEUNG, J.H.K.; CHIU, L.C.M. & OOI, V.E.C. Effect of polysaccharide peptide on
glutathione and protection against paracertanol induced hepatotoxicity in the rat.
Methods and Findings in Experimental and Clinical Pharmacology, 16,723-729;
1994.

ZIMMERMAN JW, LINDERMUTH J, FISH PA, PALACE GP, STEVENSON TT,
DEMONG DE. A novel carbohydrate-glycosphingolipid interaction between a beta-(1-
3)-glucan immunomodulator, PGG-glucan, and lactosylceramide of human
leukocytes, J Biol Chem., 273(34):22014-20, 1998.



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

