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RESUMO

Chamomilla recutita ¢ comumente utilizada na fitoterapia e estd incluida nas farmacopeias
de quase todos os paises. Esta espécie possui importantes propriedades farmacoldgicas,
como por exemplo acdo anti-inflamatdria e sedativa. Alguns destes efeitos se devem a
presenga dos metabolitos secundarios, mas ndo ¢ sabido se outras moléculas, tais como
polissacarideos, trabalham em conjunto para estes efeitos. A caracterizacdo estrutural
destes polimeros ¢ de suma importancia para elucidar a relagdo entre as estruturas quimicas
com suas atividades bioldgicas. Poucos sdo os estudos realizados sobre a estrutura quimica
e atividade bioldgica dos polissacarideos da camomila e nenhum deles abordou a
caracteriza¢do quimica fina destas moléculas. Para aprimorar o conhecimento cientifico da
espécie e corroborar a eficacia dos usos populares, o presente estudo objetivou-se na
elucidacdo quimica fina e avaliagdo das atividades antinociceptiva e gastroprotetora dos
polissacarideos presentes no infuso dos capitulos florais da camomila. Os capitulos florais
secos foram submetidos a infusdo (chd), que apds concentragdo e precipitacdo com etanol
(3x vol.) gerou um fracdo bruta de polissacarideos com rendimento de 3,2% (MRW) e uma
fracdo sobrenadante etanolico com rendimento de 20,2% (MRW-ET). A partir da fragdo
bruta foram purificadas e caracterizadas uma frutana do tipo inulina (SCETE-10E), uma
homogalacturonana altamente metil esterificada e acetilada (DE = 87%, e DA = 19%)
(SMRW-100R), uma 4-O-metil-glucuronoxilana (CTSN-100R) e uma arabinogalactana do
tipo II (CCCEDE-EDEAE). A partir do sobrenadante etandlico foi investigado a presenca
de frutanas de baixa massa molar e realizada a verificagdo do grau de polimerizagdo (DP)
destas moléculas, que consistiu em polimeros de 2 a 11 unidades de B-D-Frucf~(2—1). As
amostras SCETE-10E, SMRW-100R e CTSN-100R foram submetidas a avaliagdo da
atividade antinociceptiva in vivo, sendo que as fragdes SCETE-10E e SMRW-100R nao
mostraram diminuicdo na nocicep¢do e a fragdo CTSN-100R mostrou diminui¢do na
nocicepcao da fase aguda (Fase I) e inflamatéria (Fase II). Devido a sintomas como
sonoléncia e pelos ouricados, na avaliagdo antinociceptiva de CTSN-100R, foi realizado o
teste de campo aberto para verificar se o polissacarideo poderia estar afetando os sistema
locomotor dos animais. A partir deste teste foi verificada uma diminui¢cdo na locomogao
dos animais e este resultado indica que a fragdo CTSN-100R poder ter obtido um falso
positivo na avaliacdo da atividade antinociceptiva, e que a real atividade pode ser a
sedativa. A fracdo MRW foi submetida a avaliagdo da atividade antitilcera géstrica in vivo
e mostrou diminuicdo na area das lesdes causadas por etanol no estomago dos animais,
indicando que a fracdo bruta de polissacarideos apresenta atividade antitilcera gastrica.

Palavras chave: Camomila. Matricaria recutita. Polissacarideos. Atividade

antinociceptiva. Atividade antitilcera gastrica.



ABSTRACT

Chamomilla recutita is one of most commonly used species in herbal medicine and is
included in the pharmacopoeia of almost all countries. This species has valuable
pharmacological properties such as anti-inflammatory and sedative effect. Some of these
effects are attributed to the presence of secondary metabolites, but it is not known whether
other molecules such as polysaccharides, are working together for this purpose. The
structural characterization of these polymers is of paramount importance to elucidate the
relationship between chemical structure with their biological activities. There are few
studies on the chemical structure and biological activity of camomile polysaccharides and
neither fulfilled the fine chemical characterization of these molecules. To improve
scientific knowledge of the species and support the effectiveness of popular uses, this study
aimed to elucidate the fine chemical structure and evaluate an antinociceptive and
gastroprotective activity of the polysaccharides present in the infusion of chamomile
flower chapters. The dried flower chapters were subjected to infusion (tea) which after
concentration and precipitation with ethanol (3x vol.) generated a crude polysaccharide
fraction in a yield of 3.2% (MRW) and a fraction ethanolic supernatant in a yield of 20.2%
(MRW-ET). From the crude fraction were purified and characterized a inulin type fructan
(SCETE-10E), a highly methyl esterified and acetylated homogalacturonan (DE = 87% and
DA = 19%) (SMRW-100R) a 4-O-methyl-glucuronoxylan (CTSN-100R) and a type II
arabinogalactan (CCCEDE-EDEAE). From the ethanolic supernatant was noticed the
presence of low molar mass fructan and performed the verification of the degree of
polymerization (DP) of these molecules, the polymers consisted of 2 to 11 units of B-D-
Frucf~(2 —1). The SCETE-10E, SMRW-100R and 100R-CTSN samples were subjected to
evaluation of in vivo antinociceptive activity, where SCETE-10E and SMRW-100R
fractions showed no decrease in nociceptive perception and while CTSN-100R fraction
showed decreased of nociception in acute (Phase I) and inflammatory (Phase II) phases.
Due to symptoms such as drowsiness and piloerection, in CTSN-100R antinociceptive
evaluation, open field test was performed to verify if the polysaccharide could be affecting
the locomotor system of animals. From this test it was observed a decrease in locomotion
of the animals and this result indicates that CTSN-100R fraction may has produced a false
positive result of the antinociceptive activity and the real activity can be sedating. MRW
fraction was subjected to evaluation of gastric anti-ulcer activity in vivo and showed a
decrease in the area of the lesions caused by ethanol in the stomach of the animals,
indicating that the crude fraction of polysaccharides has gastric anti-ulcer activity.

Keywords: Chamomile. Matricaria recutita. Polysaccharides. Antinociceptive activity.

Gastric antiulcer activity.
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1 INTRODUCAO

Plantas medicinais sdo quaisquer vegetais que contenham em um ou mais de seus
orgdos, substincias que possam ser utilizadas com finalidade terapéutica ou que seus
precursores sejam utilizados para a semissintese quimico-farmacéutica (ROSSATO et al.,
2012). Inumeras sdo as espécies vegetais conhecidas que apresentam esta finalidade e
destas espécies, algumas chamam a aten¢do pela suas flores, que além de sua beleza
apresentam importantes agcdes farmacologicas comprovadas, como por exemplo: a lavanda
(Lavandula spp), que possui efeito antiséptico (MOON et al., 2006); a flor de maracuja
(Passiflora incarnata), que possui efeito antidiabético (GUPTA et al., 2012); a caléndula
(Calentura officinalis), que possui efeito antitérmico e anti-HIV (KALVATCHEV et al.,
1997) bem como a camomila (Chamomilla recutita).

Chamomilla recutita ¢ comumente utilizada na medicina fitoterapica e esta incluida
nas farmacopéias de quase todos os paises (LORENZI e MATOS, 2008). Seus efeitos
farmacologicos conhecidos sdo diversos (LORENZI e MATOS, 2008; SOUSA et al,
1991). Alguns dos efeitos bioldgicos se devem a presenga dos metabdlitos secundarios,
mas ndo ¢ sabido se outras moléculas, tais como polissacarideos, estdo trabalhando em
conjunto para a produgdo destes efeitos (SOUSA et al., 1991).

Em suas caracteristicas quimicas, a camomila tem dois grupos de compostos como
principais constituintes: os lipofilicos onde estdo os componentes do 6leo essencial, como
o a-bisabolol, camazuleno, herniarina e também terpenos e os hidrofilicos, que tem como
integrantes os flavonoides e as mucilagens, onde se engloba o grupo dos polissacarideos
(SOUSA et al., 1991).

Poucos sdo os estudos realizados sobre a estrutura quimica e atividade biologica
dos polissacarideos da camomila e nenhum deles abordou a caracterizacdo quimica fina
destas moléculas. De acordo com as suas estruturas quimicas, os polissacarideos podem
exibir um elevado nimero de propriedades terapéuticas, tais como anti-inflamatdrias,
antitumorais, imunomoduladoras, antinociceptiva, antitilcera gastrica e outras (LIU et al.,
2015; YANG e ZHANG, 2009) .

Para aprimorar o conhecimento cientifico da espécie e corroborar a eficacia dos
usos populares, o presente estudo objetivou-se na elucidacdo da estrutura quimica fina e
avaliagdo das atividades antinociceptiva e gastroprotetora dos polissacarideos presentes no

infuso dos capitulos florais da camomila.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 PLANTAS DE USO MEDICINAL

O uso de plantas no tratamento de doencas e seus sintomas ¢ feita pelo homem a
milénios, devido a facilidade para obté-las e principalmente pela transmissdo do
conhecimento, de seus beneficios, através das geragdes (ROSSATO et al., 2012). No
passado varias culturas utilizavam estas plantas para a fabricagdo de medicamentos,
empregando partes ou unicamente o vegetal como matéria prima (ODY, 1993). Nos dias
atuais as plantas medicinais t€ém desempenhado um papel fundamental na saude mundial,
pois mesmo sendo observados grandes avangos na medicina moderna existe populagdes
que dependem muito ou exclusivamente delas (AKERELE, 1993).

A formulagdo simples ou complexa de preparados com uma ou mais plantas, que
sdo utilizadas no tratamento de doengas, sao denominados fitoterapicos ou medicamentos
fitoterapicos. Estas formulagdes contém como ingredientes ativos partes ou derivados de
plantas no estado bruto ou processado, além de determinados solventes ou conservantes
como excipientes. Outra caracteristica dos medicamentos a base de plantas ¢ a sua ampla
utilizagdo terapéutica de facil aceitagdo por parte da populagdo, mesmo que normalmente
os principios ativos responsaveis pela sua acdo farmacologica sejam desconhecidos
(VANACLOCHA ¢ FOLCARA, 2003).

O interesse em medicamentos derivados de vegetais, especialmente os
fitoterapicos, tem aumentado de forma expressiva. Estima-se que cerca de 25% de todos os
medicamentos modernos sdo direta ou indiretamente derivados de vegetais. Preparacdes a
base de plantas medicinais sd3o normalmente popular em paises com tradi¢gdo no uso, como
China e Japao e também em alguns paises desenvolvidos onde existem legislacdes
adequadas para o registo e comércio de tais preparados, como Alemanha, Franca e Estados
Unidos (CALIXTO, 2000).

No Brasil a utilizagdo de espécies medicinais pela populagdo ¢ relativamente alta,
assim em fevereiro de 2009 o Ministério da Satde divulgou a Relacdo Nacional de Plantas
Medicinais de Interesse ao SUS (Renisus), na qual estdo incluidas 71 espécies vegetais
para uso na aten¢do basica a satde, com indicagdes e instrugcdes para preparo destas
plantas. A finalidade da Renisus ¢ estimular estudos e pesquisas que possam auxiliar na

elaboracdo de uma lista de plantas medicinais e fitoterdpicos com sua eficacia comprovada
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para serem disponibilizados a populagdo (BRASIL, 2009). A espécie Chamomilla recutita
[L.] Rauschert, de interesse neste estudo, estd incluida na lista de plantas selecionadas pelo
SUS.

2.2 Chamomilla recutita

Chamomilla recutita [L.] Rauschert (FIGURA 1), geralmente denominada
camomila vulgar, também pode ser conhecida popularmente como camomila-romana,
macganilha, camomila-comum, camomila alema, camomila-dos-alemaes, camomila-
verdadeira, camomila-legitima, camomila-vulgar e matricaria (LORENZI ¢ MATOS,
2008). Em sua divisdo taxondmica segundo Cronquist (1988) (TABELA 1) a espécie ¢
denominada Matricaria recutita Linné e possui sinonimias como Matricaria recutita L.,
Matricaria chamomila L., Matricaria chamomila var. recutita (L.) Grierson, Matricaria
courrantiana DC., Chamomilla chamomilla (L.) Rydb. e Matricaria suaveolens L., porém
segundo as regras internacionais para nomenclatura botanica o nome legitimo da espécie ¢
Chamomilla recutita [L.] Rauschert (RAUSCHERT, 1990).

Em suas caracteristicas botdnicas a camomila ¢ descrita como uma erva anual,
monodica, glabra, ereta, muito ramificada e com até 90 cm de altura. Possui folhas alternas,
bi a tripinatissectas, com os segmentos lineares, agudos, verde-claros e lisos na face
superior. Sua inflorescéncia ¢ em capitulos, com dois tipos de flores agrupadas em
corimbos, sendo as flores centrais hermafroditas, actinimorfas, de corola tubulosa, amarela
e as flores marginais femininas, zigomorfas, de corola ligulada, branca. Suas ligulas sdo
tridentadas no éapice com at¢ 1 cm de comprimento por 3 mm de largura, as flores
agrupadas sobre receptaculo conico e oco. Os frutos do tipo aquénio, cilindro e truncado no

apice (CORREA JUNIOR et al., 1991; LORENZI e MATOS, 2008).
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FIGURA 1. F OTO DE UMA PLANTACAO DE CAMOMLA LOCALIZADA EM CAMPO LARGO PR
E EM DETALHE UM CAPITULO FLORAL. FONTE: O AUTOR.

QUADRO 1 - DIVISAO TAXONOMICA DA CAMOMILA SEGUNDO CRONQUIST (1988)

Categoria Denominacao
divisao Magnoliophyta
classe Magnoliopsida
subclasse Asteridae
ordem Asterales
familia Asteraceae
género Matricaria
espécie M. recutita L.
M. chamomila L., M. chamomila var.
sinonimia recutita (L.) Grierson, M. courrantiana
DC., Chamomilla chamomilla (L.) Rydb.,

M. suaveolens L. e Chamomilla recutita
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2.2.1 Historia

O efeito curativo da camomila ja é conhecido por médicos a cerca de 2500 anos. A
primeira descricdo da planta foi feita por Hipocrates no século 5 a.C. e a espécie aparece
como uma planta medicinal na obra De Materia Medica escrito por Dioscorides no
primeiro século, porém a primeira men¢do da espécie foi encontrada no famoso tratado
médico do antigo Egito “Ebers Papyrus”.

Na Grécia, a camomila crescia em abundancia diferenciando-se desde cedo pelo
seu aroma peculiar e acreditava-se que tinha agdo abortiva, o que foi desmentido por
Dioscorides. Essa crenga falsa foi mais tarde adotada pelos romanos e arabes, por isto o
nome latino Matricaria, que poderia derivar de duas palavras: “mater” traduzido como
“mae”, ou “matrix” traduzido como “utero” (FRANKE, 2005; PETROVSKA, 2012).
Galen e Asclépio descreveram a aplicacdo da infusdo de camomila como curativa durante
muito tempo. Notas sobre camomila encontram-se bem legiveis nos escritos “Palladius"
que remonta do século 4 ou 5, além de que as aplicagdes médicas da planta continuaram
por toda Idade Média (FRANKE, 2005).

Acredita-se que a camomila tenha origem nos campos europeus, onde nasce
espontaneamente até os dias atuais. Ela ¢ uma das espécies mais antigas a ser utilizada na
medicina européia e hoje estd incluida nas farmacopéias de quase todos os paises
(LORENZI e MATOS, 2008).

A camomila foi trazida para o Brasil hd mais de 100 anos por imigrantes europeus
(poloneses, alemaes, italianos, ucranianos, entre outros) que trouxeram também os
costumes do consumo e as técnicas utilizadas na plantacdo da espécie. Ela foi introduzida
na regido Sul, especialmente no Estado do Parana que ¢ o pioneiro no cultivo, sendo no
pais destacada como a planta medicinal mais cultivada, onde o proprio Estado do Parana ¢

o maior produtor (CORREA JUNIOR ¢ TANIGUCHI, 1992).

2.2.2 Usos

Para fins terapéuticos, tanto na medicina como no uso popular, a parte utilizada
constitui-se principalmente dos capitulos florais, devidamente secos e armazenados. Estes
sdo utilizados na forma de infusdo ou decocto, como ténico amargo, digestivo, sedativo,

para facilitar a eliminacdo de gases e/ou para estimular o apetite, no tratamento de colicas,
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no tratamento de feridas ou doengas da pele como cicatrizante, como aromatizante, como
clareador para cabelos e principalmente como anti-inflamatdrio. Nestes usos o extrato pode
ser administrado por via oral, topica ou ambos (LORENZI e MATOS, 2008; SOUSA et
al., 1991).

Industrialmente a infusdo dos capitulos florais ou o proprio 6leo essencial sdo
empregados: em preparacdes farmacéuticas de uso topico, como pomadas e cremes para
promover a cicatrizacdo da pele; farmacos que promovem o alivio da inflamacdo das
mucosas orais, antivirdticos para tratamento do herpes e principalmente para extragdo da
esséncia, que tem largo emprego como aromatizante na composicdo de sabonetes,

perfumes, xampus e lo¢des, bem como para conferir melhor odor e sabor a uma variada

gama de alimentos (LORENZI e MATOS, 2008).

2.2.3 Efeitos biologicos

A camomila possui varias propriedades farmacologicas comprovadas por estudos
cientificos. Estes foram desenvolvidos em modelos in vivo ou in vitro, utilizando extratos
brutos ou também componentes quimicos especificos obtidos a partir da espécie. A
propriedade farmacoldgica mais relatada deste vegetal ¢ a atividade anti-inflamatdria, que
foi comprovada, principalmente, devido a grande quantidade encontrada da substancia a-
bisabolol. Esta substancia provocou uma forte diminui¢cdo em edemas de pata realizados
em camundongos, confirmando seu efeito biologico (LEITE et al., 2011). J& com os
extratos foram observadas a acdo sedativa, onde a fracdo testada provocou a diminuicao da
mobilidade de camundongos sem perda da cordenacdo motora (LOGGIA et al., 1982;
AVALLONE et al., 2000); agdo imunomoduladora, onde a fragdo testada mostrou um forte
aumento na prolifera¢do de linfocitos in vitro (AMIRGHOFRAN et al., 2000); cicatrizante,
onde a fracdo testada estimulou a re-epitelizacdo e formagdo de fibras de coldgeno em
ferida orais provocadas em ratos (DUARTE et al.,, 2011); bacteriostatica, onde a fragdo
testada diminuiu o crescimento ¢ mobilidade de bactérias in vitro (ROBY et al., 2013);
anti-diarréia, onde a fracdo testada teve um efeito protetor contra a diarréia induzida por
6leo castor em ratos (SEBAI et al., 2014); antioxidante, onde a fracdo testada diminuiu o
status oxidativo de cérebros de ratos (ALIBABAEI et al, 2014) e anti-alérgica , onde a
fracdo testada mostrou potente inibicao da liberacdo de histamina a partir de mastdcitos em

ratos (CHANDRASHEKHAR et al., 2011).
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2.3 POLISSACARIDEOS DE ORIGEM VEGETAL

Os constituintes quimicos dos vegetais, sdo divididos em dois grupos: os compostos
primarios, que sdo componentes essenciais para o crescimento e desenvolvimento do
organismo e o secundarios, que sdo componentes derivados dos compostos primarios que
fornecem vantagens ecoldgicas, aparentemente sem fazer parte do metabolismo do
organismo (BALANDRIN et al., 1985). Dentro dos componentes primarios se encontram
os carboidratos, que podem ser observados como monossacarideos, dissacarideos,
oligossacarideos, polissacarideos e seus derivados, sendo classificados em estruturais ou de
reserva, de acordo com a sua funcao (AVIGAD ¢ DEY, 1997).

Os carboidratos estruturais sdo, depois da agua, os principais constituintes quimicos
de quase todas as células e tecidos vegetais. Eles formam a massa do vegetal promovendo
sua estruturagdo e suporte, constituindo a parede celular. Por conseguinte, os carboidratos
estruturais das plantas, juntos, formam a mais abundante reserva de compostos naturais
disponiveis na Terra e sdo claramente nosso mais importante recurso natural renovavel
(REID, 1997) .

A parede celular vegetal ¢ um envoltdrio presente em praticamente todas as células
vegetais, ela ¢ uma estrutura dindmica, cuja morfologia, configuragdo e propriedades sao
alteradas de modo continuo ao longo do desenvolvimento celular em resposta ao
crescimento, diferenciacdo, ambiente e atividades da célula (CARPITA e GIBEAUT,
1993). Células vegetais jovens apresentam uma parede celular fina e elastica de
fundamental importancia no processo de crescimento da célula, denominada parede
primaria. Na fase final do crescimento e desenvolvimento da célula ocorre a formacao da
parede secundaria que ¢ mais espessa e forte, conferindo rigidez e forma aos tecidos
vegetais (ALBERSHEIM et al., 1996). Estas estruturas sdo altamente organizadas,
constituidas por complexas moléculas como proteinas, substincias aromadticas e
polissacarideos. Destes compostos os polissacarideos sdo os principais, constituindo cerca
de 90% de toda a estrutura. Eles aparecem de varias formas e sdo divididos em pectinas,
hemiceluloses e celulose (CARPITA ¢ McCANN, 2002).

A composi¢do da parede celular primaria das dicotiledoneas geralmente ¢ de 25-
40% celulose, 15-25% hemicelulose, 15-40% material péctico, 5-10% proteinas e

propor¢des muito pequenas de compostos fendlicos (FIGURA 2). Ja a parede celular
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secundaria, muito mais espessa, consiste de 40-45% de celulose, 15-35% de hemicelulose,

15-30% de lignina e quantidade infima de pectinas (DEY et al., 1997).
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FIGURA 2. ESQUEMA DA PAREDE CELULAR PRIMARIA ADAPTADO DE BRETT E WALDRON
(1996).

Além dos carboidratos estruturais, as plantas também possuem aqueles que sdao
chamados de reserva. Estes sdo acumulados em tecidos diferenciados do vegetal com a
funcdo de fornecer substrato para ser utilizado metabolicamente durante o crescimento e
desenvolvimento da planta. O substrato pode ser armazenado na forma de dissacarideos,
oligossacarideos e polissacarideos, tendo como exemplo a sacarose, as frutanas e o amido,
respectivamente. Além destes polimeros existem também os polissacarideos de reserva
presentes na parede celular, os quais apresentam a estrutura semelhante aos carboidratos
que formam a estrutura da parede, mas que desempenham junto com a fungdo estrutural a
funcdo de reserva, como por exemplo as xiloglucanas e as galactomananas (AVIGAD e

DEY, 1997).
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2.3.1 Hemiceluloses

O termo hemicelulose ¢ geralmente atribuido aos polissacarideos da parede celular
que estdo associados a celulose e a lignina, porém existem autores que se referenciam a
esse grupo como polissacarideos que sdo extraidos da parede celular depectinada por um
alcali forte. A principal fun¢do das hemiceluloses, em tecidos vegetais, ¢ unir as
microfibrilas de celulose (ASPINAL,1969; REID, 1997; WILKIE, 1979).

Viérios tipos de hemiceluloses podem ser encontrados na parede celular vegetal e
diferentes tecidos de diferentes espécies também variam na sua composi¢do, isto torna as
hemiceluloses um grupo heterogéneo de polissacarideos. Estes polimeros sdo constituidos
por longas cadeias, geralmente com numerosas ramificacdes curtas constituidas de uma ou
varias unidades monossacaridicas, que normalmente sdo diferentes daquelas que
constituem a cadeia principal (REID, 1997; TAIZ e ZEIGER, 2010).

Os principais monossacarideos que compdem os polimeros de hemicelulose sdo D-
xilose, D-galactose, D-glucose, L-arabinose, D-manose, acido D-glucuronico e acido 4-O-
metilglucuronico (ALBERSHEIM et al., 1996). Os monossarideos da cadeia principal sdo
unidos por ligagao do tipo B-(1 — 4), tornado esta uma caracteristica comum a todos os
polissacarideos hemicelulésicos (HARRIS e STONE, 2008).

As xilanas, mananas e xiloglucanas sdo exemplos comuns de polimeros
hemicelulosicos. Xilanas possuem cadeias lineares com unidades D-xilopiranose B-(1—4)
ligadas, podendo também ser encontradas como: arabinoxilanas, glucuronoarabinoxilanas e
glucuronoxilanas, quando possuem cadeias laterais curtas de L-arabinose, acido D-
glucurdnico e/ou 4acido 4-O-metilglucurdénico e homoxilanas quando ndo possuem
ramificagdes. Estes polimeros também podem possuir o grupamento acetil em sua estrutura
(CAFFALL e MOHNEN, 2009).

As mananas geralmente aparecem na parece celular vegetal primdria como
glucomananas e galactoglucomananas. As glucomananas sdo molécula lineares que
possuem cadeia principal constituida por unidades alternadas de D-glucose e D-manose
com ligacdes do tipo B-(1—4), enquanto as galactoglucomananas possuem pequenas
cadeias laterais de unidades de D-galactose. De maneira semelhante as xilanas, as mananas
podem possuir, além de cadeias laterais simples, grupos acetil. Estes polimeros sdo
geralmente pequenos com aproximadamente 100 unidades monossacaridicas, eles possuem

uma estrutura tridimensional semelhantes a celulose e junto com a fungdo estrutural fazem
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o importante papel de polissacarideos de armazenamento (AVIGAD e DEY, 1997;
CAFFALL e MOHNEN, 2009; REID, 1997).

Em dicotiledoneas, as xiloglucanas sdo as hemiceluloses mais abundantes (TAIZ e
ZEIGER, 2010). As xiloglucanas sdo formadas por uma estrutura composta por uma cadeia
principal com unidades de D-glucopiranose B-(1—4)-ligadas com cadeias laterais curtas
formadas por unidades de D-xilose e/ou D-galactose, e frequentemente uma D-fucose
terminal (TAIZ e ZEIGER, 2010; BUCKERIDGE, 2010). Em gramineas, as paredes
celulares contém apenas pequenas quantidades de xiloglucanas e pectinas, estes polimeros
geralmente sdo substituidos por glucuronoarabinoxilanas e B-glucanas (TAIZ e ZEIGER,

2010).

2.3.2 Pectinas

Assim como as hemiceluloses, as pectinas constituem um grupo heterogéneo de
polissacarideos. Elas sao moléculas complexas que possuem como principais constituintes
acido galacturonico, ramnose, arabinose e galactose, sendo a principal caracteristica do
grupo a presenca de unidades de acido D-galacturonico (GalpA) em sua estrutura. Estes
polimeros sd3o os mais soluveis entre os polissacarideos que constituem a parede celular
vegetal, podendo ser facilmente extraidos com agua quente ou quelantes de célcio
(ASPINALL, 1980; BRETT e WALDRON, 1990).

As pectinas sdo moléculas de alta massa molar que estdo localizadas em maior
parte na lamela média das paredes celulares vegetais, neste local elas s3o de suma
importancia para a adesdo celular, e também na parede celular primdaria, onde contribuem
para a retencao de agua e formacao de géis, atuando nas propriedades mecanicas da parede
celular. Estas caracteristicas fazem as pectinas influenciarem no crescimento, na
morfologia, no desenvolvimento e também na defesa da planta (CARPITA e MCCANN,
2002; COSGROVE, 2005).

Os polissacarideos que fundamentam o grupo das pectinas s3o as
homogalacturonanas, também denominadas de acidos poligalacturénicos, as
ramnogalacturonanas do tipo I e as ramnogalacturonanas do tipo II (FIGURA 3).
Polimeros como arabinanas, galactanas e/ou arabinogalactanas também sdo

freqiientemente encontradas em fragdes pécticas, pois podem constituir as cadeias laterais
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das ramnogalacturonanas do tipo I (CARPITA e GIBEAUT, 1993; TAIZ e ZEIGER,
2010).

Ramangalacturonana II -7, p Acetil éster  Metil éster

Acido galacturdnico

Ramnose

Homogalgcturonana--- : Apiose
(esterificada)
Fucose

Acido acérico

Arabinogalactana Galactose

Arabinose

: Xilose
Ramnogalacturonana I i . o
; Acido glucurénico

® O O O @ @ ©¢ o o o

Acido 2-ceto-3-deoxi-D-
mano-octulosonico

Acido 3-deoxi-D-lixo-
heptulosarico

FIGURA 3. ILUSTRACAO ESQUEMATICA DA ESTRUTURA DAS PECTINAS, ADAPTADO DE
WILLATS E COLABORADORES (2006).
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Homogalacturonana._

As homogalacutonanas sdo homopolimeros lineares formados por unidades de
acido D-galacturdnicos (GalA) a-(1—4)-ligados, que podem conter cerca de 200 unidades
e ter cerca de 100 nm de comprimento. Geralmente algumas unidades de GalA sdo metil-
esterificadas e dependendo do tipo de planta, estas unidades também podem ser
parcialmente O-acetiladas (CARPITA e GIBEAUT, 1993; RIDLEY et al., 2001). A
relacdo entre a quantidade total de unidades de GalA e a quantidade de unidades metil-
esterificadas presentes no polimero é expressa como grau de esterificacdo (DE). Conforme
o DE, as pectinas sdo divididas em dois grupos: pectinas com alto teor de metil-
esterificacdo (HM — High methoxyl) que possuem DE superior a 50%, e pectinas com
baixo teor de esterificagdo (LM — Low methoxyl), que possuem DE inferior a 50% (SILVA
e RAO, 2006).

Ramnogalacturonanas do tipo I sdo polimeros heterogéneos, altamente ramificados
e formados por uma cadeia principal de unidades de acido D-galacturénico a-(1—4)-
ligados e L-ramnose o-(1—2)-ligados que se alternam, onde se ligam cadeias laterais
neutras de homopolimeros e heteropolimeros, tais como as arabinanas, galactanas e

arabinogalactanas. Nas cadeias laterais também podem estar ligados unidades de
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monossacarideos distintos, como a D-xilose, D-glucose, D-manose, L-fucose e acido D-
glucuronico (CARPITA e GIBEAUT, 1993; SILVA e RAO, 2006; VORAGEN et al.,
1995).

As arabinogalactanas além de compor as cadeias laterais das ramnogalacturonanas
do tipo I podem ser encontradas independentemente, sendo assim, podem ser considerados
polissacarideos pécticos ou hemiceluldsicos. Conforme sua estrutura estes polimeros
podem ser classificados em dois grupos: as arabinogalactanas do tipo I, que possuem uma
cadeia linear de unidades piranosidicas de D-galactose B-(1—4)-ligadas com cadeias
laterais curtas formada por 20-40% de unidades furanosidicas de L-arabinose a-(1—5)-
ligadas e conectadas na posicao O-3 das unidades de D-galactose e as arabinogalactanas do
tipo II que sdo constituidas por uma cadeia principal formada de unidades piranosidicas de
D-galactose B-(1—3)-ligadas ou ainda D-galactose B-(1—3) e (1—6)-ligadas, altamente
ramificada com cadeias laterais formadas por unidades furanosidicas de L-arabinose o-
(1-3) e a-(1—5)-ligadas, que podem estar inseridas nas posi¢des O-3 e O-6 das unidades
de D-galactose. Além disso, nas arabinogalactanas do tipo II as ramifica¢cdes podem conter
unidades de d4cido D-glucurénico e 4-O-metil-D-glucurénico. (ASPINALL, 1969;
CARPITA e GIBEAUT, 1993; CHESSON, 2006; VORAGEN et al., 1995)

Ramnogalacturonanas do tipo II sdo os polissacarideos mais complexos dentro do
grupo das pectinas, sdo pequenos, contendo na sua cadeia principal 7-10 unidades de acido
D-galacturonico a-(1—4)-ligados, com cadeias laterais heteropoliméricas que estdo
inseridas nas posi¢cdes O-2 e/ou O-3. Estas cadeias laterais podem conter cerca de 12
monossacarideos e 20 ligagdes diferentes, sendo os monossacarideos mais comuns a L-
ramnose, L-arabinose, D-galactose e acido D-glucurdnico. Nestes polissacarideos pécticos
também pode ser verificada a presenca de aglicares raros como, por exemplo, apiose, acido
acérico, acido 2-ceto-3-deoxi-D-mano-octulosdnico, acido 3-deoxi-D-lixo-2-heptulosarico
e agucares metilados (2-O-metil-L-fucose e 2-O-metil-D-xilose) (CARPITA e GIBEAUT,
1993; VINCKEN et al., 2003; YORK et al., 1985).

2.3.3 Frutanas

As frutanas sdo, depois do amido, os carboidratos de reserva mais abundantes
encontrados em plantas e mesmo com sua funcdo de reserva, estdo envolvidas em

processos de protecdo fisica do vegetal, como a tolerancia ao estresse (tanto hidrico e ao
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frio) e a osmorregulagdo (AVIGAD e DEY, 1997; HENDRY, 1987). Estas moléculas sdo
polimeros constituidos por unidades de frutose, com ou sem unidades de glucose em sua
estrutura e sdo essencialmente lineares, porém um baixo grau de ramificacdo pode ocorrer
(RAO et al, 2011). A extremidade inicial da cadeia destes polimeros, comumente, contém
uma unidade de a-D-glucose unida por uma ligagdo do tipo (1—2) e o tamanho da cadeia,
geralmente, varia entre 2 a 50 unidades de frutose, mas ¢ possivel observar comprimentos
da ordem de 200 unidades em determinadas espécies vegetais (POLLOCK e
CHATTERTON, 1988). Os polimeros que contém até 10 unidades de frutose sdo
geralmente denominados de frutooligossacarideos (FOS) ou, de forma simplificada,
oligofrutoses (HAULY e MOSCATTO, 2002)

Frutanas apresentam diferentes tipos de liga¢des entre as unidades de frutose e de
acordo com o tipo de liga¢do, podem ser classificadas em inulina, levana, levana mista,
inulina neoseries e levana neoseries. No tipo inulina, a estrutura do polimero ¢ linear e
consiste de unidades de B-D-frutose unidas por ligagdo (2—1) com uma unidade inicial de
a-D-glucose; no tipo levana, a estrutura também ¢ linear com uma unidade inicial de a-D-
glucose, porém apresenta ligacdes (2—6) entre as unidades de frutose; no tipo levana
mista, o polimero ¢ geralmente linear mas pode ocorrer ramifica¢des, a estrutura apresenta
tanto ligagdes (2—1) quanto (2—6) entre as unidades de B-D-frutose na cadeia principal e
também nas ramificag¢des; no tipo inulina neoseries, verifica-se 0 mesmo tipo de ligagdo da
inulina, no entanto esta possui uma unidade de glucose no centro da molécula, assim
apresenta uma cadeia de frutose em ambas as extremidades da glucose (nFru-Glc-Frun) e
no tipo levana neoseries, a estrutura ¢ similar a inulina neoserie, diferenciando somente no
tipo de ligacdo entre as unidades de [B-D-frutose, que ¢ do tipo (2—6) (VIIN e
SMEEKENS, 1999).

Estes polimeros também podem ser encontradas como moléculas redutoras, isto
ocorre quando a unidade de D-glucose terminal esta ausente do polimero, assim, para estas
moléculas sdo utilizados os termos inulo-n-oses, para frutanas lineares com ligacdes B-(2
—1) e levan-n-oses para frutanas lineares com ligacdes f-(2 — 6) (VAN LAERE e VAN
DEN ENDE, 2002).
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2.4 ATIVIDADES BIOLOGICAS DOS POLISSACARIDEOS DE ORIGEM VEGETAL

Os polissacarideos de origem vegetal t€ém sido usados ao longo de décadas em
varias aplicagdes industriais, mas através de um aumento recente nas pesquisas cientificas
e investigacdes mais detalhadas ¢ possivel observar a importancia destes polimeros dentro
do grupo de moléculas bioativas (LIU et al., 2015). Isto pois sdo considerados mais
seguros, possuindo poucos efeitos adversos e baixa toxicidade, além de serem mais
abundantes, quando comparados com polissacarideos derivados de bactérias e fungos ou
sintéticos (RAMBERG et al, 2010). Estas moléculas apresentam uma alta gama de
atividades bioldgicas ja relatadas, como por exemplo: anti-inflamatdria, antialérgica,
antiangiogénico,  antiansiedade,  anticancer, anticoagulante,  anticomplementar,
antidepressiva, antidiabética, antifadiga, antimicrobiana, antinociceptiva, antioxidante,
antitrombotica, antitumoral, antitussigena, antitlcera, antiviral, cardioprotetora,
gastroprotetora, hepatoprotetora, hipoglicemiante, imunoadjuvante, imunomoduladora e
prebiotica (AUSTARHEIM et al., 2012; CAO et al, 2011; CORDEIRO et al., 2012;
CHATTOPADHYAYA et al, 2011; CUI et al., 2013; DI et al, 2013; FACCIN-
GALHARDI et al., 2012; LI et al, 2015a; LIU et al., 2014; MOLINA et al., 2005;
NASCIMENTO et al., 2013; NI et al., 2013; POVOV et al, 2011; QU et al., 2014;
SOUZA et al., 2015; SILVA et al., 2009; TAHMOUZI e GHODSI, 2014; TANG et al.,
2015; TIAN et al., 2012; WANG et al., 2010; XIE et al., 2015); XU et al., 2015; YOON et
al., 2002; YU et al., 2009; ZHANG et al., 2013).

As atividades biologicas dos polissacarideos sdo fortemente afetadas por seus
parametros estruturais, como composi¢do monossacaridica, configuracdo das ligacdes
glicosidicas, quantidade e tamanho das ramificagdes e massa molar. Desta maneira a
elucidagdo da estrutura quimica dos polissacarideos ¢ de suma importancia para avaliar a

relacdo entre os polimeros e as atividades bioldgicas (YANG e ZHANG, 2009).
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2.4.1 Atividade antinociceptiva

O termo “nocicep¢ao”, € utilizado para descrever a maneira que o cérebro, codifica
e processa os estimulos danosos ao proprio organismo, sendo em 2008 definido pela IASP
(Associacdo internacional para o estudo da dor) como “o processo neural de codificacdo e
processamento de um estimulo nocivo” (LOESER e TREEDE, 2008). Ela ¢ um fator
crucial para garantir a sobrevivéncia, pois 0s mecanismos que envolvem o processamento
nociceptivo favorecem a defesa, evitando o que pode ser prejudicial para os 6rgaos, tecidos
ou o organismo como um todo (JULIUS e BASBAUM, 2001).

“Nocicepcao” e “dor” ndo devem ser confundidos, porque cada um pode ocorrer
independentemente do outro. Por exemplo, apos anestesia local do nervo mandibular para
procedimentos odontoldgicos, hd nocicep¢ao periférica sem dor e em um paciente com dor
talamica ha dor sem nocicepgao periférica. Desta maneira, a dor consiste em um fenémeno
subjetivo, enquanto a nocicep¢do ¢ um fendmeno fisioloégico, que pode ser medido
(LOESER e TREEDE, 2008; SCHAIBLE ¢ RICHTER, 2004).

A “dor nociceptiva” ¢ termo utilizado para o modo habitual de “dor” que ¢
proveniente da ativacdo dos nociceptores, estes que estdo localizados nos tecidos
periféricos. A “dor inflamatéria” (dor associada com inflamagdo ativa) se enquadra nesta
categoria (LOESER e TREEDE, 2008).

Durante a inflamagdo, os nociceptores periféricos sdo sensibilizados. Isto €, no
tecido normal, os nociceptores periféricos tém limiares mecanicos e térmicos relativamente
altos e estimulos de alta intensidade sdo necessarios para excitar os neurdnios, ja no
decorrer da inflamacdo os limiares de excitagdo caem, de tal maneira que estimulos
normalmente indcuos comecam a excita-los. Além disso, a inflamagdo também ¢ capaz de
recrutar os chamados nociceptores silenciosos, estes que nao sao estimulados por estimulos
nocivos no tecido normal (SCHAIBLE e RICHTER, 2004).

Na busca de moléculas que atuem na diminui¢do da dor nociceptiva, o modelo
animal da inje¢do intraplantar de formalina ¢ bem utilizado, pois permite avaliar dois tipos
distintos de nocicepcao: a de origem neurogénica (estimulagdo direta dos nociceptores) e a
de origem inflamatdria (caracterizada pela sensibilizagdo dos nociceptores por mediadores
inflamatorios) (RODRIGUES et al, 2012a). Neste modelo alguns polissacarideos de
origem vegetal com atividade ja foram identificados, tais como: as galactoarabinogluc-

uronoxilanas (NASCIMENTO et al., 2013), as arabinogalactanas (NASCIMENTO et al.,
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2015), polissacarideos sulfatados (RODRIGUES et al., 2012b) e uma fragdo bruta de
polissacarideos (YE et al., 2013).

2.4.2 Atividade antiulcera géstrica

As ulceras gastricas sdo lesdes que resultam da necrose tecidual desencadeada por
isquemia da mucosa, formacdo de radicais livres e diminui¢do da entrega de nutrientes,
todos causados por uma injuria vascular e/ou microvascular, como constri¢do, trombos ou
outras oclusoes (TARNAWSKI ¢ AHLUWALIA, 2012). Geralmente, estas lesdes sao
formadas quando ocorre uma sobrecarga na defesa da mucosa intacta ou ja prejudicada por
fatores como envelhecimento e gastropatia. Esta sobrecarga ¢ causada por fatores nocivos
que podem ser enddgenos, como 4cido cloridrico e pepsina ou exodgenos, como
antiinflamatérios, etanol, fumo ¢ infecgdes (MALFERTHEINER et al, 2009;
TARNAWSKI e AHLUWALIA 2012).

Para avaliar os efeitos de moléculas contra a tilcera gastrica, 0 método comumente
utilizado consiste na verificagdo da protecdo que estas moléculas proporcionam contra
lesdes gastricas induzidas por etanol em ratos (ROBERT et al., 1979). Neste modelo,
diversos polissacarideos ja apresentaram atividades protetora, tais como: arabinanas
(CORDEIRO et al., 2012); arabinogalactanas do tipo I (MARIA-FERREIRA et al., 2013);
arabinoxilanas (MELLINGER-SILVA et al., 2011); glucofrutanas (MALAFAIA et al,
2015); glucomananas (PARENTE et al., 2014); glucuronoarabinoxilanas (SIMAS-TOSIN
et al, 2014); heteroxilanas dacidas (CIPRIANI et al, 2008); homogalacturonanas
(CIPRIANI et al, 2009); ramnogalacturonanas com cadeias laterais consituida por
arabinogalactanas do tipo II (NASCIMENTO et al., 2012); ramnogalacturonanas com
cadeias laterais consituida por arabinogalactanas do tipo I (CANTU-JUNGLES et al,
2014) e fragdes brutas (AUSTARHEIM et al., 2012, CHO et al,, 2000; YANG et al.,
2012).

2.5 POLISSACARIDEOS DA CAMOMILA

Franke (2005) relata em seu livro, que grandes quantidades de polissacarideos estdo

localizados nas flores da camomila em uma por¢do do vegetal denominado “slime ribs”.



32

Relata ainda que havia um crescente interesse nos polissacarideos da camomila, porém
poucos estudos abordando a caracterizagdo destas moléculas foram encontrados.

Os primeiros a citarem os polissacarideos presentes na camomila foram Gorin e
Yakolev, que em 1971 mostraram que a fragdo aquosa bruta ¢ compostas majoritariamente
por residuos de acido galacturonico. Os mesmos pesquisadores em 1974 constataram a
presenga de mais 6 monossacarideos diferentes na fracdo e mais tarde em 1977 concluiram
que a molécula predominante ¢ composta de unidades GalpA (1—4)-ligadas.

Wagner e colaboradores (1984) também estudaram a fracdo aquosa bruta e
verificaram que os polissacarideos presentes sdo de elevada massa molecular (> 500.000) e
fortemente ramificados, apresentando unidades de xilose B-(1—4)-ligadas e grandes
quantidades de acido 4-O-metil-glucurdnico. Fiiller e Franz (1993), confirmaram a
presenga de grandes quantidades do 4cido 4-O-metil-glucuronico e identificaram também
uma frutana (contendo 74,3% de frutose e 3,4% de glucose), uma ramnogalacturonana
fortemente ramificada (que consiste em 28% de 4cido urdnico) e uma arabinogalactana. A
quantidade e composicdo dos polissacarideos obtidos a partir de extratos aquosos da
camomila varia consideravelmente na literatura, isto denota a importincia de novos
estudos com estas moléculas.

As fragdes polissacaridicas aquosas também foram testadas quanto suas atividades
biologicas, apresentando acdo anti-inflamatoria, em camundongos por edema induzido nas
orelhas com 6leo de croton e efeito imunoestimulante, nos testes de depuracao de carbono,
fagocitose por granuldcidos e efeito mitogénico (FULLER e FRANZ, 1993; FULLER et
al, 1993; WAGNER et al., 1984).
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar estruturalmente os polissacarideos dos capitulos florais de camomila
(Chamomilla recutita [L.] Rauschert) obtidos a partir do infuso e avaliar suas atividades
antinociceptiva e antitilcera gastrica.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Extrair os polissacarideos dos capitulos florais de Chamomilla recutita [L.] Rauschert por

infusdo.

- Purificar as fragdes polissacaridicas.

- Caracterizar a estrutura quimica fina dos polissacarideos purificados.

-Investigar a atividade antinociceptiva e antitlcera géstrica dos polissacarideos em

modelos experimentais in vivo.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL DE ESTUDO

Um quilograma de capitulos florais, previamente secos, de Chamomilla recutita
[L.] Rauschert foram gentilmente cedidos pela industria Chamel Produtos Naturais. O
material foi submetido a um processo de separacdo manual para a retirada de impurezas,
tais como pedras, insetos e ervas daninhas, gerando aproximadamente 900 g de material
limpo. Apos esta etapa, foram acondicionados em recipientes plasticos hermeticamente
fechados, e mantidos a temperatura ambiente at¢ o momento das analises. Além disto, foi
realizada a coleta de espécimes na plantacdo utilizada pela industria (setembro de 2013) e
depositados no Museu Botanico Municipal de Curitiba, para a confirmacgdo da identidade

botanica, sob o nimero 382674.

4.2 EXTRACAO DOS POLISSACARIDEOS

Para extragdo por infusdo (chd), 68 g de material foi reservado em um béquer e 1,7
L de 4gua destilada fervente foi adicionada (40 g/L). Ap6s adicionar a 4gua, o material foi
levemente agitado, o béquer foi fechado com papel aluminio e deixado descansar por
aproximadamente 30 minutos. A mistura obtida de cada extracdo foi filtrada, gerando um
extrato e um residuo, o extrato foi concentrado sob pressdo reduzida com auxilio de um
evaporador rotativo (65 °C) até pequeno volume e precipitado com etanol industrial (93%)
na propor¢do de 3 volumes de dalcool para 1 de extrato concentrado, gerando um
precipitado e sobrenadante. O precipitado foi separado do sobrenadante por filtragdo com
auxilio de um tecido, dialisado em membrana semipermeavel (Spectrumlabs Cellulose 6-8
kDa cut-off) com agua em fluxo continuo por 24 h e liofilizado. O processo foi repetido 10
vezes e gerou a fracdo de polissacarideos bruta denominada MRW. Para obtencdo dos
carboidratos de baixa massa o sobrenadante etanolico foi concentrado e liofilizado e gerou

a fragdo demonimada MRW-ET.
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4.3 PURIFICACAO DOS POLISSACARIDEOS

Os polissacarideos obtidos a partir da infusdo foram submetidos a varias etapas

para purificacdo, estas etapas estdo resumidas no fluxograma a seguir (FIGURA 4).

[INFUSO DE CAMOMILA]
Precipitacdo Etanolica — |

[ MRW-ET @020 | | MRwen |
Congelamento e descongelamento — |

[ SMRW (2,9%) ] [ PMRW ]
Ultrafiltragao 100kDa (cut off) — [

[SMRW—IOOE (137%) ] . SMRW-100R (0.96%) ! ¥
Ultrafiltragdo 30kDa (cutof — | 7

| SCE-30R 13407 | [ SCE-30E (75.1%)" ]
Ultrafiltragao 10kDa (cut off) — |

-
[ SCETE-10R ] I SCETE-10E (84, |°o)“

Precipita¢@o por Fehling —

[ 1
[ sCETE-PFGssor | | SCETE-SF a7oey |—

Tratamento com endo-inulinase —
[ CTSF-EN (42,8%)° ]
Ultrafiltragdo 100kDa (cut off) — |

__________ )
ICTSN 100R (12.4%)" 1 [ CTSN-100E ]
______ 9] _llFaf'lfracao 50kDa (cut off) — |
.- 1
| crsnce-soe | ICTSNCF SOR (10, 4»4,)“'
Ultrafiltragdo 10kDa (cutofp — [~~~ 7777777
[ )
[ CCCEN-10E Gs a0 | | cccen-ir |

Eluigao em DEAE Sepharose Fast Flow — |

[ CCCEDE-RDEAE ] ICCCFDF EDEAE (307%)"

FIGURA 4. FLUXOGRAMA DO PROCESSO DE PURIFICACAO DOS POLISSACARIDEOS OBTIDOS
A PARTIR DA INFUSAO DOS CAPITULOS FLORAIS DA CAMOMILA. NOTAS: Rendimento
calculado a partir da amostra anterior no fluxograma (a). Rendimento calculado a partir da amostra CTSF-EN

(b).

O processo de purificagdo foi acompanhado por andlises de cromatografia de
exclusdo estérica de alta performance (HPSEC) e ressonincia magnética nuclear de °C
(RMN) de todas as fragdes obtidas no curso da purificagdo.

Os rendimentos obtidos até a primeira ultrafiltracdo foram calculados baseados no

peso seco dos capitulos florais utilizados (680 g) e os rendimentos obtidos a partir da
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primeira ultrafiltragdo foram calculados baseados no peso seco da fragdo original. O indice

de umidade dos capitulos florais foi obtido por liofilizagao (6,9%).

4.3.1 Fracionamento dos polissacarideos por congelamento e descongelamento

A fragdo MRW foi solubilizada em agua destilada, congelada e posteriormente,
descongelada a temperatura ambiente. A por¢do insoluvel da fragdo foi separada por
centrifugacdo (15.000 g por 20 min a 15 °C). Esse processo foi repetido varias vezes, até
que na porcdo de sobrenadante ndo se obtivesse mais precipitado e na por¢do de
precipitado, apds tentativa de solubilizacdo em agua, fosse obtido um sobrenadante
limpido. Apos essas etapas, os sobrenadantes e precipitados foram reunidos, concentrados

e liofilizados, gerando as fragoes SMRW e PMRW (GORIN e IACOMINI, 1984).

4.3.2 Fracionamento dos polissacarideos por ultrafiltragao

As fragdes SMRW, SMRW-100E, SCE-30E, CTSN-100E e CTSNE-50E foram
submetidas ao processo de ultrafiltragdo utilizando membranas com limites de exclusao de
100, 30, 10, 50 e 10 kDa, respectivamente, fabricadas pela empresa Millipore e a fracao
CTSF-EN utilizando membrana com limite de exclusdo de 100 kDa fabricada pela empresa
Sartorius. Estas ultrafiltragdes foram realizadas em um sistema de filtragdo modelo 16249
(Sartorius), acoplado a um cilindro de ar comprimido com pressdo de até 10 psi para as
membranas de 100 kDa e de até 30 psi para as demais. Apos cada ultrafiltracdo foram

geradas duas novas fragdes, uma retida e outra eluida da membrana.

4.3.3 Fracionamento dos polissacarideos pelo método de Fehling

Foi utilizado o método de Fehling descrito por Jones e Stoodley (1965). A fragdo
SCE-30R foi solubilizada totalmente em pequena quantidade de agua destilada e foi
adicionado o mesmo volume de uma mistura (1:1) das solucdes A (55,7 g sulfato de cobre
hidratado / 500 mL de dgua destilada) e B (125 g Hidréxido de potéassio + 173 g tartarato
de sodio e potassio / 500 mL de agua destilada). Em seguida a solug¢do foi fortemente
agitada e permaneceu overnight em geladeira. A por¢ao insolivel da solucdo foi separada

por centrifugacdo (16.000 g por 15 min a 10 °C). As fragdes geradas a partir do processo
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foram neutralizadas com &cido acético glacial e dialisadas em membrana semipermedvel
(Spectrumlabs Cellulose 6-8 kDa cut-off) com 4gua em fluxo continuo por 48 horas. A
fracdo sobrenadante (apds neutralizagdo com acido acético glacial e didlise) foi agitada em
suspensao aquosa de resina cationica fortemente acida por 30 minutos, neutralizada com
hidroxido de amonia 20%, liofilizada e denominada SCETE-SF. O precipitado passou pelo

mesmo processo e foi denominado SCETE-PF.

4.3.4 Tratamento enzimatico

A fragao SCETE-SF foi solubilizada em 100 ml de solucao tampao acetato pH 4,6 (
25,5 ml de 4cido acético 0,2 M + 24,5 ml de acetato de sédio 0,2 M / 100 ml de agua

destilada), em seguida a solucdo foi aquecida em banho maria a ~45 °C, apods a

estabilizacdo da temperatura foi adicionado 200 pL de solu¢dao contendo enzimas do tipo
endo-inulinase (587 U/mg, Megazyme) e mantida em agitagdo por 16 horas. Apds o
tratamento, a amostra foi dialisada em membrana semipermeavel (Spectrumlabs Cellulose
6-8 kDa cut-off) com dgua em fluxo continuo por 24 h e liofilizada, gerando a fragdo

denominada CTSF-EN.

4.3.5 Cromatografia de troca idnica

Foi montada uma coluna cromatografica com aproximadamente 20 ml de resina de
troca anionica DEAE Sepharose Fast Flow (GE Healthcare). Antes de injetar a amostra foi
eluido 500 ml de agua destilada através da coluna, para retirada da solucdo de conservagdo
da resina. Apds a montagem e limpeza da coluna foi adicionado diretamente sob a resina 1
ml da fragdo CCCEN-10E previamente solubilizada em agua destilada (75mg/ml) e
utilizado 300 ml de 4gua destilada como eluente. O eluido foi concentrado e liofilizado

gerando a fragdo denominada CCCEDE-EDEAE e o retido foi descartado.
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4.4 CARACTERIZACAO ESTRUTURAL DOS POLISSACARIDEOS

4.4.1 Composicao monossacaridica.

As composi¢des monossacaridicas foram determinadas ap6s a hidrélise de ~2 mg

dos polissacarideos, com 1 mL de 4cido trifluoroacético 2 M, em estufa a 100 °C, por 8 h.
ou 0,5 mL de acido trifluoroacético 0,2 M, em estufa a 80 °C, por 30 min. Apo6s a hidrélise
as solugdes foram evaporadas até a secura e o residuo dissolvido em 500 puL de H,O. Os
monossacarideos foram reduzidos pela adi¢ao de boroidreto de soédio até atingir pH 9,0 e
levado a estufa a 100 °C por 10 min. Apos este processo as amostras foram neutralizadas
com 4acido acético glacial, evaporadas até a secura, adicionado uma mistura de anidrido
acético e piridina (1:1 v/v; 1 mL) e levado a estufa a 100° C por 30 minutos. Os acetatos de
aldit6is foram extraidos com cloroférmio, sendo retirada totalmente a piridina com solugdo
aquosa de sulfato de cobre a 5% e a agua com sulfato de sédio anidro (WOLFROM e
THOMPSON, 1963a; 1963b). O cloroféormio foi evaporado a temperatura ambiente e os
acetatos de alditdis foram analisados por GC-MS, sendo identificados pelos seus tempos de

retengdo e perfis de fragmentacdo obtidos por impacto de elétrons.

4.4.2 Carboxirreducao

Aproximadamente 5 mg dos polissacarideos foram solubilizados em tampao MES
[acido 2-(N- morfolina)-etanosulfonico] (0,2 mol/L, pH 4,75) e, aos poucos sob agitagdo,
foi adicionado 24 mg de carbodiimida [ciclo-hexil-3-(2-morfolinoetil)-carbodiimida] para
cada 1 mg de acido urdnico contido na amostra. A mistura ficou sob agitacdo por um total
de 2 h, em seguida foi ajustado o pH para 7,0 pela adicdo de tampao TRIS [4cido N-
tris(hidroximetil)metil-2-aminioetano-sulfonico] (2 mol/L, pH 7,0) e foi adicionado
boroidreto de s6dio para uma concentragdo final de 2 mol/L. A reducdo ocorreu overnight
e foi interrompida pela adicdo de 4acido acético até pH 5. Finalmente, a amostra foi
dialisada em membrana semipermedvel (Spectrumlabs Cellulose 2 kDa cut-off) com 4dgua
em fluxo continuo por 24 h, concentrada e liofilizada. Todo o processo de carboxirredugao
foi repetido mais uma vez, para garantir a eficacia do procedimento, porém, no segundo

processo, apenas a metade de carbodiimida foi utilizada (TAYLOR e CONRAD, 1972).
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4.4.3 Andlise de metilagcdo

A metilagdo dos polissacarideos foi realizada pelo método de Ciucanu e Kerek
(1984). Aproximadamente 5 mg dos polissacarideos, previamente carboxireduzidos, foram
solubilizado em 1 mL de dimetil sulféxido, excesso de hidroxido de sddio triturado e seco
foi adicionado a solu¢do, seguido pela adicao de 1 mL de iodeto de metila, agitacio em
vortex por 30 min e repouso por 24 h. Esse procedimento foi repetido para garantir a
metilacdo total dos polissacarideos. A metilacdo foi interrompida com agua destilada e a
solucdo foi neutralizada com acido acético glacial. O polissacarideo metilado foi extraido
com cloroférmio, lavado diversas vezes com agua destilada e a dgua foi retirado totalmente
adicionando sulfato de sodio anidro. A fase cloroféormica foi reservada em outro tubo,
evaporada totalmente e o material hidrolisado.

Os polissacarideos metilados da fragdo CTSN-100R foram solubilizados em 500
uL de acido férmico a 45% (v/v), levados a estufa a 100 °C por 18 h para hidrélise e a
solugdo foi evaporada até a secura. Os polissacarideos metilados da fragdo CCCEDE-
EDEAE foram solubilizados em solu¢ao de acido cloridrico em metanol a 3,5%, levados a
estufa a 80°C por 2 horas para metanolise e a solucdo foi evaporada até a secura. Apos seca
foi adicionado 500 pL de acido sulfurico 0,5 M e levado a estufa a 100°C por 12 horas para
hidrolise. O excesso de acido sulfurico na solugdo foi eliminado com carbonato de bario,
apos este procedimento a solucao foi filtrada, e o filtrado limpido foi liofilizado. Apos as
hidrdlises, foi adicionado 500 pL de agua destilada nas fragdes e o material foi reduzido e
acetilado segundo item 4.4.1 substituindo boroidreto de sédio por borodeutereto de sodio.
Os acetatos de alditdis parcialmente metilados foram analisados por GC-MS e
identificados pelos seus tempos de reten¢do e perfis de fragmentagdo obtidos por impacto

de elétrons quando comparado com padrdes (SASSAKI et al., 2005).

4.5 METODOS ANALITICOS

4.5.1 Dosagem de 4cidos urdnicos

A determinagdo quantitativa de 4cidos urdnicos foi efetuada pelo método de

Filisetti-Cozzi e Carpita (1991). Em uma aliquota de 400 pL. (100pug/ml) de solucdo aquosa

da amostra foi adicionado 40 pL. de uma solugdo de acido sulfimico-sulfamato de potéssio
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4 mol/L (pH 1,6) e 2,4 mL de tetraborato de so6dio (75 mmol/L em &cido sulfurico). A
solugdo foi agitada em vortex e aquecida em banho-maria fervente por 20 min. Apods
resfriada até a temperatura ambiente, foi adicionado 80 pL de meta-hidroxibifenila (0,15%
m/v em hidréxido de so6dio 0,5% m/v) e foi novamente agitada em vortex. Foi produzida,
também, uma curva padrdo utilizando acido galacturdnico ou acido glucurdnico nas
concentragdes 2, 5, 15, 30 pg/ml e efetuada a leitura em espectrofotometro em
comprimento de onda de 525 nm. Todas as amostras e a curva foram feitas em triplicata,

sendo o método sensivel para 0,97 a 38,8 pg de acido urdnico.

4.5.2 Determinagdo da homogeneidade e massa molar

As andlises de homogeneidade e determinagdo da massa molar foram realizados em
cromatdgrafo de exclusdo estérica de alta performance (HPSEC - High Performance Steric
Exclusion Chromatography) da Wyatt Technology, com quatro colunas Waters
ultrahydrogel 2000, 500, 250 ¢ 120 acopladas em série (com limites de exclusdo de 7x10°,
4x10°, 8x10* e 5x10°, respectivamente) ¢ um detector de indice de refragio, modelo
Waters 2410. Como eluente, uma solu¢ao de nitrito de sodio 0,1 mol/L contendo azida de
sodio 0,2 g/L foi injetada na coluna através de uma bomba peristaltica WATERS 515 com
fluxo controlado de 0,6 mL/min.

Para a analise de homogeneidade as amostras foram solubilizadas em solucdo
idéntica a eluente para uma concentracdo final de 1 mg/mL, filtradas em membranas com
porosidade de 0,22 um (Millipore) e injetadas no HPSEC. Para a determina¢do da massa
molar (Mw), as amostras com perfil de eluigdo homogéneo tiveram seu valor de dn/dc
(taxa de variacdo do indice de refragdo com relagdo a concentragcdo) determinado ou
calculada utilizando uma curva de calibracdo montada a partir de padrdes de dextrana (487,
266, 124, 72,2, 40,2, 17,2 e 9,4 kDa da Sigma-Aldrich). Para obter o valor de dn/dc as
amostras foram solubilizadas em solucdo idéntica a eluente para uma concentragdo final de
1 mg/mL, filtradas em membranas com porosidade de 0,22 pm (Millipore), diluidas para as
concentragdes de 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 ¢ 1,0 mg/mL em solucdo idéntica a eluente e injetadas
no HPSEC. Os perfis de homogeneidade, os calculos de dn/dc e as determinagdes de massa

molar foram analisados utilizando o software ASTRA 4.70.07.
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4.5.3 Cromatografia de camada delgada (TLC - thin layer chromatography)

A analise de cromatografia em camada delgada foi realizada em placa de silica gel
60G (Merck) com 10 cm de altura total. Foram aplicados spots de uma solugdo aquosa da
fracgdo MRW-ET (Img/ml) e solugdes padrdes (Img/ml) de frutose, glucose e sacarose.
Para comparagdo, também foi aplicada uma amostra contendo frutoligossacarideos, com
grau de polimeriza¢do variando de 2 a 10, extraidos das raizes de yacon (Smallanthus
sonchifolius) que foi gentilmente cedida pelo Dr. Larry Ladislao Ramos Paredes. Foi
utilizado como fase moével uma solucdo de n-propanol e agua (6:1, v/v) e como revelador
uma solugdo de orcinol (0,2 g de orcinol, em 95 mL de etanol e 5 mL de 4cido sulfurico)

(SASSAKI et al., 2008).

4.5.4 Cromatografia gasosa acoplada a espectometria de massas (GC-MS - gas
chromatography mass spectrometry)

Os componentes monossacaridicos neutros ou metilados foram quantificados
através de GC-MS, utilizando-se um cromatdgrafo a gas Varian Sarturn 2000R - modelo
3.800 acoplado a um espectrometro de massa de marca Varian Ion — Trap 2000R,
equipados com colunas capilares de silica fundida DB — 225 (30 m x 0,25 mm). Hélio
ultrapuro foi usado como gas de arraste a um fluxo de 1 mL/min. As inje¢des nas colunas
foram feitas partindo-se de 50 °C (mantida por 1 min), seguindo-se de um aumento gradual
de 40 °C/min até 210 °C e mantida por 30 minutos para acetatos de alditdis parcialmente
O-metilados ou 230 °C e mantida por 15 minutos para acetatos de alditois, sendo mantidas

1sotermicamente até o final da analise.

4.5.5 Ressonancia magnética nuclear (RMN)

As amostras previamente liofilizadas foram solubilizadas totalmente em D,O (30
mg/500uL), transferidas para tubos de 5 mm de didmetro especificos para analise e
adicionado acetona como padrdo interno. Os espectros de ressondncia magnética nuclear
B¢, W, HSQC (heteronuclear single quantum correlation spectroscopy), COSY
(correlation spectroscopy) e TOCSY (total correlation spectroscopy) foram obtidos em
espectrometro Bruker Avance III (Bruker), observando-se os nucleos de 'H e ">C a 400,13

e 100,62 MHz, respectivamente em temperaturas de 50 °C ou 70 °C. Os deslocamentos
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quimicos foram expressos em & (ppm), baseando-se no padrio interno da acetona para °C
(6 30,2), HSQC, COSY, TOCSY (5 30,2 ¢ 2,22 a 50 °C) e de D,O (& 4,20 a 70 °C) para
'H. Os espectros foram processados e analisados com o auxilio do programa TopSpin 2.1

(Bruker).

4.5.6 Determinacao do grau de O-metil esterificacdo e O-acetilagdo por ressonancia
magnética nuclear 'H

O grau de metil esterificagdo da homogalacturonana presente na fracilo SMRW-
100R foi determinado utilizando o método de espectrometria de ressonancia magnética
nuclear de hidrogénio, segundo Grasdalen, Bakei e Larsen (1988) e acetilagdo segundo An
e colaboradores (2011). A amostra foi solubilizada em D,O (10 mg/500uL), congelada e
liofilizada. Esse processo foi repetido por 4 vezes, sendo no ultimo somente solubilizada e
depois transferidas para um tubo de 5 mm de didmetro especificos para andlise de RMN.
Os espectros foram obtidos a 70 °C (256 scans). Os deslocamentos quimicos dos
hidrogénios foram expressos em relacdo a ressonancia do deutério, em 4,20 ppm.

A quantificagdo de grau de O-metil esterificacdo (DE) foi feita na regido de baixo

campo, empregando-se a seguinte equagao:

DE (%) = (I — I/ Ix + 15 ) x 100 (1)

Onde I representa as intensidades das ressonincias de H-1 das unidades de GalA
livres assim como H-1 e H-5 das unidades de GalA esterificadas, e Ig representa a
intensidade dos sinais de H-5 das unidades de GalA livres.

A quantifica¢do de grau de O-acetilacdo (DA) foi feita na regido de baixo campo,

empregando-se a seguinte equagao:

DA (%) = [(Icus x100) / 3]/ Ig™! ()

Onde Icns representa as intensidades das ressonancias do hidrogénio no grupo CHs-

COO- ¢ Is™" representa a intensidade total dos sinais de H-1 das unidades de GalA.
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4.5.7 Determinagdo do grau de O-acetilacdo por espectrofotometria

A determinacdo quantitativa de acetil observado na homogalacturonana presente na
fracdlo SMRW-100R foi efetuada de acordo com o método de Hestrin (1949). Em 0,5 mL
de solucdo aquosa da fragdo SMRW-100R (1 mg/mL) foi adicionado 1 mL de uma solugdo
de hidroxilamina 2 M e hidréxido de sodio 3,5 M (1:1) e agitado em vortex. Em seguida
adicionou-se uma solucdo de 0,5 mL de acido cloridrico em agua (1:3) e 0,5 mL de uma
solu¢do de cloreto férrico hidratado 0,37 M em é&cido cloridrico 0,1 M. Foi produzida,
também, uma curva padrdo utilizando B-D-galactose pentaacetato nas concentragdes de:
0,05; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6 e 0,7 mg/mL e efetuada a leitura em espectrofotdmetro em
comprimento de onda de 540 nm. Todas as amostras e a curva foram feitas em triplicata

sendo a sensibilidade do método de 0,04 a 5 uM de acetil/mL.

4.5.8 Espectrometria de massas com ionizagdo por eletrospray (ESI-MS - electrospray
ionization mass spectrometry)

A amostra MRW-ET foi solubilizada (~2 mg/ml), posteriormente diluida na

propog¢do de 1:10 em agua deionizada e foi inserida na fonte de ioniza¢do do instrumento
(5pL/min) para andlise em infusdo direta. Os espectros foram obtidos em modo de
ionizag¢do positivo, utilizando um espectrometro de massas LTQ Orbitrap XL (Thermo
Scientific), empregando como parametros: voltagem do spray, 4000 V; voltagem do
capilar, 25 V; temperatura do capilar, 300 °C; Tube lens, 125 V; sheath gas flow rate, 8.00
UA; aux gas flow rate, 2.00 UA. Foi utilizado nitrogénio de um gerador de nitrogénio
(Peak Scientific) e hélio ultrapuro 6.0. Os espectros foram processados e analisados com o

auxilio do programa Thermo Xcalibur versao 1.0.0.42.

4.6 AVALIACAO DAS ATIVIDADES BIOLOGICAS

Os ensaios biologicos foram realizados em colabora¢do com as professoras Dra.
Maria Fernanda de Paula Werner e Dra. Cristiane Hatsuko Baggio do Departamento

Farmacologia da Universidade Federal do Parana.
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4.6.1 Animais

Foram utilizados ratos fémeas Rattus novergicus da linhagem Wistar com peso
variando entre 180 a 200 gramas e camundongos machos ou fémeas Mus musculus da
linhagem Swiss com peso variando entre 20 a 35 gramas. Os animais foram fornecidos
pelo Biotério Central da Universidade Federal do Parand (UFPR), acondicionados no
laboratorio por no minimo 18 horas antes da realizacdo dos testes, onde foram mantidos
em sala climatizada (22 + 2 °C) e umidade controlada, fornecido dgua e ra¢ao comercial ad
libitum. Os protocolos experimentais foram aprovados pela Comissdo de Etica para o Uso
de Animais do Setor de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal do Parana
(CEUA/BIO — UFPR) sob os numeros 657 e 809. Eles foram desenvolvidos de acordo com
as diretrizes sobre cuidados com animais utilizados em laboratério (‘“Principles of
Laboratory Animal Care” - NIH Publication 85-23, revisado 1985) e sobre ética em
experimentos que causem dor em animais conscientes (ZIMMERMANN, 1983). O numero
de animais e intensidade dos estimulos dolorosos utilizados foi 0 minimo necessario para

demonstrar efeitos consistentes dos tratamentos testados.

4.6.2 Atividade antinociceptiva no modelo de nocicepcao induzida por formalina em
camundongos

Camundongos machos ou fémeas foram colocados individualmente em funis de
vidro e mantidos por um periodo de 10 min para aclimatagdo, seguindo a metodologia de
Rodrigues e colaboradores (2012a). Em seguida, grupos de camundongos foram tratados
por via intraperitonial com a fra¢ao polissacaridica (doses de 1 - 100 mg/kg, 1.p.), 30 min
antes da injecdo de 20 puL de formalina a 2,5% (0,92% de formaldeido) na superficie
ventral da pata posterior direita. Apds a inje¢do da formalina, os camundongos foram
recolocados individualmente nos funis de vidro em frente a espelhos e observados durante
0-5 min (Fase I) e 15-30 min (Fase II). O tempo em que o animal permaneceu lambendo ou
mordendo a pata injetada foi cronometrado e considerado como indicativo de nocicepgao.
Dessa maneira, foram utilizados para cada fracdo grupos de animais controle (veiculo, 0,1
mL/10 g, i.p.) e os seguintes grupos de animais tratados: fracdo SMRW-100R nas doses de
1, 10 e 30 mg/kg (i.p); fragdo SCETE-10E nas doses de 1, 3 e 100 e mg/kg (i.p.) e fracao
CTSN-100R nas doses de 3, 10 e 30 mg/kg (i.p).
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4.6.3 Atividade antiulcera no modelo de indugdo de lesdo gastrica aguda por etanol em

ratos

Ratos fémeas foram identificados, deixados em jejum por 18 h e tratados por
gavagem com o veiculo (dgua - 1 ml/kg), omeprazol (40 mg/kg) ou a fracao polissacaridica
MRW (3 - 30 mg/kg) seguindo a metodologia de Robert e colaboradores (1979). Uma hora
apos estes tratamentos foi administrado etanol absoluto P.A. (2,5 mL/kg) para cada animal,
ap6s a administracdo do etanol os animais foram sacrificados e os estdmagos foram
removidos. Foram utilizados os seguinte grupos de animais: veiculo (agua, 1 mL/kg);
omeprazol (40 mg/kg) e fragdo polissacaridica MRW (3, 10 e 30 mg/kg). Para determinar a
extensdo das lesdes gastricas os estomagos foram abertos, distendidos, fotografados e as

lesdes foram mensuradas (mm?) por planimetria usando o software Image Tool 3.0.

4.6.4 Atividade locomotora no modelo de campo aberto com camundongos

O comportamento exploratério e atividade locomotora espontinea dos animais
foram avaliadas usando o teste de campo aberto, como previamente descrito por Tadaiesky
e colaboradores (2006). Os camundongos foram tratados por via intraperitoneal com o
veiculo agua (10 ml/kg) ou a fracdo polissacaridica CTSN-100R (10 e 30 mg/kg). Apos 30
minutos os animais foram colocados individualmente no centro de uma arena circular (42
cm de didmetro e 24 cm de altura) com o assoalho demarcado em 25 setores, partindo do
centro até a borda externa. A partir do momento em que o animal foi colocado no centro da
arena o numero de setores cruzados com todas as patas foi contado por 5 min. Apds o

término de cada sessdo, a arena foi limpa com uma solucao de etanol 10%.

4.6.5 Analise Estatistica

Foi utilizado um niimero de 6 animais para cada grupo experimental, com excecao
do teste de campo aberto que foram 4 animais para cada grupo e os resultados foram
expressos como medias = erro padrio das medias. A significAncia estatistica foi
determinada usando andlise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Bonferroni. Foi
considerada diferenga significativa quando p < 0,05, sendo as analises realizadas no

software Prism versdo 5.0, 2007 (GraphPad).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 EXTRACAO, PURIFICACAO E CARACTERIZACAO DOS POLISSACARIDEOS
DA CAMOMILA

Conforme a resolugdo RDC n° 10/2010 da ANVISA (Agéncia nacional de
vigilancia sanitaria), o infuso da camomila deve ser preparado utilizando 2 gramas de
capitulos florais para 100 mililitros de dgua, porém na literatura essa concentragcdo varia
entre 2 ¢ 9 gramas (LORENZI e MATOS, 2008; ROSSATO et al., 2012; SOUSA et al.,
1991). Para obter um bom rendimento e manter o padrao utilizado no uso popular, foi
utilizada a concentragdo de 4 gramas de capitulos florais para cada 100 mililitros de dgua
no preparo da infusdo.

O extrato obtido a partir da infusdo foi concentrado e precipitado com etanol,
gerando um precipitado rico em polissacarideos e o sobrenadante etanolico contendo os
carboidratos de baixa massa molar. O precipitado foi separado do sobrenadante, dialisado,
liofilizado e denominado MRW, obtendo-se um rendimento de 3,2%. O sobrenadante foi
concentrado, liofilizado e denominado MRW-ET, obtendo um rendimento de 20,2%
(FIGURA 4).

A fragdo MRW, foi submetida ao processo de congelamento e descongelamento e
apos centrifugacdo foi gerada 2 fragdes, as quais foram separadas e liofilizadas. A fragdo
soluvel foi denominada SMRW e obteve um rendimento de 2,9% e a fragdo insoluvel foi
denomindada PMRW (FIGURA 4). Estas fragdes foram submetidas a andlise de
composicdo monossacaridica e RMN, sendo que a fragdo PMRW ndo apresentou sinais
referentes a carboidratos e portanto, foi descartada.

A fragdo SMRW apresentou na andlise de composicdo monossacaridica
principalmente acidos urénicos e arabinose (TABELA 2). O espectro de "C-RMN da
fragado SMRW (FIGURA 5) mostrou: sinais em ¢ 61,2 (C1), 6 103,2 (C2), 6 77,5 (C3),
74,9 (C4), o 81,3 (C5) e & 62,3 (C6) atribuidos a unidades de —1)-B-D-Frucf~(2—; sinais
em 6 100,0 (Cl), & 68,2 (C2-C3), & 78,6 (C4), 6 70,5 (C5), o 170,7 (C6), 6 52,8 (-
COOCH3) e 6 20.1 (CH3-COO-) atribuidos a unidades de —1)-a-D-GalpA-(4— metil
esterificado com grupamentos acetil e em 99,2 (C1), & 174,7 (C6) atribuidos a unidades de
— 1-)-a-D-GalpA-(-4— ndo metil esterificado (OLIVEIRA et al., 2011; PERRONE et al.,

2002). Esses assinalamentos indicam a presenga de uma frutana do tipo inulina e uma
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homogalacturonana metil esterificada que também apresenta grupamentos acetil na fragao.
O espectro apresenta ainda os sinais de pequena intensidade em 6 97,7 atribuido aos
carbonos anoméricos de a-D-GlcpA e em & 107,6 ¢ & 109 referentes aos carbonos
anoméricos das unidades de a-L-Araf (VIGNON e GEY, 1998; WAGNER e JORDAN
1988). A porcentagem de frutose (12,6%) observada na tabela 2 pode ser considerada
baixa, uma vez que predominam os sinais da p-D-Frucf (2—1) no espectro de "C-RMN da
fracdo. Isso deve-se ao fato da frutose ser mas labil que os outros monossacarideos e

portanto pode ter sido degradada mais facilmente pelo método de hidrdlise utilizado.

TABELA 1 - COMPOSICAO MONOSSACARIDICA DAS FRACOES

Monossacarideos (%)

Fracoes Rha Ara Xyl Fruc® Gal Ac. Ur"
SMRW 3,0 24,6 8,6 12,6 12,0 39,2
SMRW-100R 1,1 4,0 1,9 - 2,2 91,0
SMRW-100E 8,5 32,5 5,1 35,8 18 nd.
SMRW-100E* - 17,9 - 82,1 - nd.
SCETE-10E* - 4,7 - 95,3 - nd.
SCE-30R 2,6 18,5 6,9 16,3 11,6 44,1
SCETE-SF* - 14,2 - 85,8 - nd.
CTSF-EN 2,4 37,3 16,9 8,2 22,1 13,1
CTSN-100R - - 71,6 - - 28,4
CCCEDE-EDEAE - 37,4 - - 58,0 4,6

NOTAS: Analise de acetatos de alditéis por GC-MS. (a) atribui-se pela soma de manitol
hexaacetato e glucitol hexaacetato (b) determinado por método espectrofotométrico segundo
Filisetti-Cozzi e Carpita (1991) (c) hidrolise com TFA 0,2 M a 80°C (nd.) ndo determinado.

A fracdo SMRW foi submetida a anélise de homogeneidade por HPSEC (FIGURA
6) e apresentou perfil heterogéneo, demonstrando a presenca de dois grupos de moléculas
de tamanhos diferentes (2 picos). A partir desta informacdo foi escolhido o método de
ultrafiltragdo, utilizando membrana de 100 kDa, para dar continuidade a purificagdo. Este

processo gerou duas fracdes, uma retida denominada SMRW-100R com rendimento 0,96%

¢ outra eluida denominda SMRW-100E com rendimento 1,37% (FIGURA 4).
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~ 00209 _ qvRrRw

£ ——- SMRW-100R (

Z 0.015q ... SMRW-100E

g

E 0.010-

]

3

% 0.005-

: '

= 0.000+ S \
10 20 30 40 50 60 70

"Tempo (min)

FIGURA 6. PERFIL DE ELUICAO EM HPSEC DAS FRACOES SMRW, SMRW-100R e SMRW100E,
UTILIZANDO DETECTOR DE INDICE DE REFRACAO (RID).

A andlise de homogeneidade por HPSEC da fragdo SMRW-100R (FIGURA 6)
apresentou perfil homogéneo, mostrando que a ultrafiltracdo foi eficiente para purificar
esta fragdo. Também foi realizada a analise de dn/dc (0.185) e a massa molar calculada em
571kDa. A fragdo SMRW-100R apresentou na andlise de composicdo monossacaridica,
principalmente acidos urdnicos (TABELA 2). Pelo espectro de "C-RMN (FIGURA 7A)
pode-se constatar a presenca da homogalacturonana observada na fragdo SMRW devido a
presenga dos sinais em & 100,1 (C1), 8 68,1 (C2-C3), 6 78,7 (C4), 5 70,5 (C5), & 170,7
(C6) 6 52,8 (-COOCH3), ¢ 20,3 (CH3-COO-) atribuidos a unidades de —1)-a-D-GalpA-
(4— metil esterificado com grupamentos acetil e em 6 99,2 (C1) e 70,2 (C5) atribuidos a
unidades de —1)-a-D-GalpA-(4— livres (PERRONE et al., 2002; POPOV et al., 2011;
VRIESMANN e PETKOWICZ, 2009).

Devido a presenca de unidades de a-D-GalpA metil-esterificadas com grupamentos
acetil, o grau de metil-esterificagdo (DM) e o grau de acetilacdo (DA) foram determinados

pelos métodos de Grasdalen, Bakei e Larsen (1988) e An e colaboradores (2011)



49

respectivamente. Através da integragdo dos hidrogénios no espectro de 'H-RMN da fragio
SMRW-100R (FIGURA 8), o valor de DE foi de 87% e DA foi de 19%, podendo
considerar esta molécula uma pectina altamente metil-esterificada (HM) e acetilada. O
método de integragdo de hidrogénios, para grau de acetilagdo, ¢ pouco utilizado para
homogalacturonanas e por isto foi utilizado o método espectrofotométrico de Hestrin para

verificagdo, obtendo-se resultados concordantes.
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FIGURA 7. ESPECTRO DE C-RMN DAS FRACOES SMRW-100R (A) E SMRW-100E (B) EM D,0, A
70 °C, COM OS DESLOCAMENTOS QUIMICOS (8) EXPRESSOS EM PPM.

Com base nas analises realizadas, ¢ possivel afirmar que a fracdo ¢ composta por
uma pectina linear (homogalacturonana) de alta massa molar, que consiste em uma cadeia
principal composta por unidades de acidos galacturdnicos (1—4)-ligados, sendo 87% deles
metil esterificados e 19% com grupamentos acetil. Gorin e Yakolev (1977) j& haviam
observado a presengca de um polimero composto por residuos de acidos galacturdnicos
(1—4)-ligados nos extratos de camomila, porém as outras caracteristicas do polimero,
observadas no presente trabalho ndo foram relatadas.

A presenca de homogalacturonanas metil esterificadas e com grupamentos acetil
em partes aéreas ¢ pouco relatada na literatura, sendo encontradas apenas em alguns frutos,
como o cupuacu (Theobroma grandiflorum), o cacau (Theobroma cacao) e pimentas doces

(Capsycum annum). O grau de metil esterificacdo observado para estes polissacarideos sdo
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inferiores aos encontrados para homogalacturanana presente no chd da camomila, sendo
53% para a do cupuagu, 37% e 42% para a do cacau e 50% para a das pimentas doces.
Grau de acetilagdo superior somente foi observado para uma das homogalacturonanas

presentes no cacau (29%) (POPOV et al.,, 2011; VRIESMANN e PETKOWICZ, 2009;
VRIESMANN, et al., 2011).
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FIGURA 8. REGIAO DE CAMPO BAIXO DO ESPECTRO DE 'H-RMN DA FRACAO SMRW-100R.
DETERMINACAO DO GRAU DE METIL-ESTERIFICACAO (A) E ACETILACAO (B).

A fragdo SMRW-100E apresentou na analise de composicdo monossacaridica,

principalmente frutose e arabinose (TABELA 2). O espectro de "C-RMN desta fragio
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(FIGURA7B) apresentou todos os sinais, observados anteriormente na fracdo SMRW,
atribuidos a unidades de —1)-B-D-Frucf~(2— e tragos dos sinais das unidades —1)-a-D-
GalpA-(4—. A partir dos sinais observados no espectro de ?C-RMN  da fragio SMRW-
100E (FIGURA 7B) ¢ possivel constatar que houve uma degradagdo da frutose no preparo
da amostra para analise de composi¢cdo monossacaridica, isto pois ocorreu a prevaléncia
dos sinais da frutose no espectro, enquanto na composi¢cdo monossacaridica a arabinose e
frutose estdo presentes em quantidades iguais. Desta maneira a analise de composi¢ao
monossacaridica foi repetida utilizando um tempo de hidrélise menor (30 min.) e uma
baixa concentracdo do acido (0,2 M), para que a frutose presente nesta fragdo ndo se
degradasse. Apos esta segunda analise o principal monossacarideo observado foi a frutose
(TABELA 2).

A andlise de homogeneidade por HPSEC desta fragdo (FIGURA 6) apresentou
perfil heterogéneo. Com intuito de obter um perfil homogéneo e isolar a frutana, a fracao
foi ultrafiltrada, utilizando membrana de 30 kDa. A ultrafiltracio gerou duas novas
fragdes, uma eluida denominada SCE-30E com rendimento de 75,1% e uma retida
denominada SCE-30R com rendimento de 13,4% (FIGURA 4).

Os resultados obtidos a partir da fracio SCE-30E, por andlises de BC-RMN,
HPSEC e composi¢do monossacaridica (dados ndo mostrados), foram extremamente
similares aos obtidos para fragdo SMRW-100E e por isto foi continuada a purificagdo por
ultrafiltragdo, porém utilizando membrana de 10 kDa. Este processo gerou duas novas
fragdes, uma retida que devido ao baixo rendimento foi descartada (SCETE-10R) e uma
eluida denominada SCETE-10E com rendimento de 84,1% (FIGURA 4).

A analise de composicdo monossacaridica da fracio SCETE-10E apresentou
principalmente frutose (TABELA 2). O espectro de ?C-RMN  desta fragdo (FIGURA 9)
mostrou sinais bem definidos em 6 61,2 (C1), 6 103,2 (C2), & 77,5 (C3), 6 74,9 (C4), 6
81,3 (C5) e 0 62,3 (C6) atribuidos a unidades de —1)-B-D-Frucf~(2— e ainda sinais de
pequena intensidade atribuidos a unidades de o-D-GalpA (OLIVEIRA et al, 2011;
PERRONE et al., 2002). A analise de homogeneidade por HPSEC apresentou um perfil
heterogéneo (FIGURA 10).

Com base nas andlises ¢ possivel afirmar que a fragdo SCETE-10E ¢ composta
majoritariamente por uma frutana do tipo inulina, que consiste em uma cadeia linear

composta por unidades —1)-B-D-Frucf-(2—.
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FIGURA 9. ESPECTRO DE "“C-RMN DA FRACAO SCETE-10E EM D,O, A 70 °C, COM OS
DESLOCAMENTOS QUIMICOS (8) EXPRESSOS EM PPM.
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FIGURA 10. PERFIL DE ELUICAO EM HPSEC DA FRACAO SCETE-10E, UTILIZANDO DETECTOR
DE INDICE DE REFRACAO (RID).

Com intuito de verificar a presenca de frutanas de baixa massa molar
(frutooligossacarideos) no infuso proveniente dos capitulos florais da camomila, foi
realizada uma andlise de TLC com a fracdo obtida a partir do sobrenadante etandlico
MRW-ET. Pelo perfil cromatrografico (FIGURA 11) obtido a partir desta andlise foi
observado a presenga de glucose, sacarose e frutose na fracdo MRW-ET, isto pois quando
comparada com os padrdes ocorre a presenca de bandas cromatrograficas eluidas no
mesmo tempo. Foi observado na fracdo, também, bandas referentes a frutooligossacarideos
com grau de polimerizagdo (DP) variando de 1 a 5 quando comparado com a fragdo

contendo frutooligossacarideos extraidos das raizes de yacon. Para confirmar o grau de



53

polimerizacdo (DP) dos frutooligossacarideos foi realizada a analise de ESI-MS com a

fragdo MRW-ET.
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FIGURA 11. TLC DA AMOSTRA MRW-ET (A) E DOS PADROES GLUCOSE (G), SACAROSE (8),
FRUTOSE (F) E FRACAO CONTENDO FRUTOOLIGOSSACARIDEOS EXTRAIDOS DAS RAIZES DE
YACON (Smallanthus sonchifolius) (B). NOTAS: Revelador orcinol-H,SO4 e fase movel n-PrOH:H,0O (6:1).

O espectro de ESI-MS da fracio MRW-ET (FIGURA 12), mostrou ions que variam
sua massa de 381 m/z a 1839 m/z. O primeiro pico (381 m/z) corresponde a sacarose
somada a massa do ion potassio (39 m/z). A soma do potassio foi necessaria pois no
processo de ionizagio aconteceu a coordenagio com o cation K (presente naturalmente na
fragdo) para a formacdo de uma molécula cationizada (M+K)". Os picos posteriores
apresentam uma diferenca de massa de 162 m/z, o que corresponde a adi¢do de um residuo
de frutose. A partir desta andlise é possivel verificar que a fragdo MRW-ET possui
frutooligossacarideos com DP que variade 2 a 11.

Dentre os estudos encontrados na literatura sobre os polissacarideos da camomila,
Fiiller e Franz (1993) citaram a presenca de uma frutana, onde também observaram que era
do tipo inulina (2—1 ligadas). A presenca de frutooligossacarideos na camomila, ndo foi
relatada em nenhum estudo encontrado na literatura.

As frutanas sdo comumente encontradas em espécies da familia Asteraceae
(CHOQUE-DELGADO et al., 2010), a qual a camomila pertence. Elas estdo presentes
como polimeros de reserva nas raizes tuberosas de espécies como a alcachofra-girasol
(Helianthus tuberosus), a chicoria (Cichorium intybus) e o yacon (Smallanthus

sonchifolius) e podem ocorrer com uma ampla variagdio de sua massa molar
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(APOLINARIO et al., 2014; LI et al., 2015b; RITSEMA ¢ SMEEKENS, 2003). Nas partes
aéreas sua presenca ja foi relatada para algumas espécies, dentre elas a artemisia (Artemisia
vulgaris), a estévia (Stevia rebaudiana), o agave-azul (Agave tequilana) e também para
uma espécie pertencente ao mesmo género da camomila, o malmequer-das-praias
(Matricaria maritima) (CERANTULA et al., 2004; CORREA-FERREIRA ef al., 2014;
OLIVEIRA et al., 2011; PRAZNIK et al., 2013).
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FIGURA 12. PERFIL DE FRAGMENTACAO DA FRACAO MRW-ET EM ESI-MS. PERFIL TOTAL (A)
e ZOOM DE 10x NA REGIAO DE 1300 A 2000 m/z (B).

Viérios estudos ja relataram e confirmaram o efeito prebidtico que frutanas do tipo
inulina possuem, mostrando claramente o potencial deste polimero para a dieta humana (LI
et al, 2015b.; LOPEZ-MOLINA et al., 2005; ROBERFROID et al, 1998; VAN DE
WIELE et al, 2007; VELAZQUEZ-MARTINEZ et al, 2014). O efeito prebiodtico
acontece quando moléculas utilizadas como ingrediente alimentar, resistem a digestdo no
estobmago e intestino delgado e tornam-se disponiveis no cdlon, onde sdo fermentados
seletivamente por microrganismos benéficos, tais como bifidobactérias e lactobacilos,

estimulando o seu crescimento e/ou atividades e assim melhorando a satide do hospedeiro
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(GIBSON e ROBERFROID, 1995). A eficicia desta atividade biologica ¢ afetada pela
distancia que o polimero consegue percorrer no intestino, assim quanto maior a distancia
percorrida mais disponivel para os microrganismos benéficos o polimero se tornara (LOO,
2004). Para frutanas e frutooligossacarideos do tipo inulina a distancia percorrida no
intestino ndo depende apenas da dosagem na dieta, mas também do DP, sendo que quanto
maior o DP maior sera esta distancia percorrida (LOO, 2004).

A partir dos rendimentos obtidos para as fragdes MRW-ET, SMRW-100E, SCE-
30E e SCETE-10E (FIGURA 4) ¢ possivel observar que a presenca de frutanas do tipo
inulina acontece em alta quantidade no ch4 da camomila. Desta maneira ¢ possivel atribuir
para camomila a atividade prebiodtica, o que nunca antes havia sido relatado para esta
espécie. Além disto, estas moléculas aparecem com um amplo grau de polimerizacao,
sendo capazes de atingir uma grande distancia no c6lon, destacando o potencial do cha da
camomila para o efeito prebiotico.

Em continuidade aos demais resultados, a fragdo SCE-30R apresentou na andlise de
composicdo monossacaridica principalmente acidos urénicos e arabinose (TABELA 2). O
espectro de *C-RMN desta fragdo (FIGURA 13A) apresentou principalmente os sinais
atribuidos a homogalacturonana metil esterificada com grupamento acetil bem como sinais
da frutana do tipo inulina, ja observados na fracgdo SMRW-100E, entretanto também foram
observados sinais em & 101,8 ¢ & 97,8 os quais poderiam corresponder aos carbonos
anoméricos de unidades B-D-Xylp e o-D-GlcpA, respectivamente. Desta maneira na
tentativa de purificar este polissacarideo foi realizado o fracionamento pelo reagente de
Fehling, pois conforme visto na literatura, as homogalacturonanas interagem com o cobre e
precipitam, sendo assim separadas (CIPRIANI et al., 2009). Este processo gerou duas
fracdes, o precipitado denominado SCETE-PF com rendimento de 38,5% e o sobrenadante
denominado SCETE-SF com rendimento de 37%.

A fragio SCETE-PF apresentou no espectro de "C-RMN (FIGURA 13B) sinais
em 9 99,0 (C1), 6 68,6 (C2) 6 69,3 (C3), 6 78,3 (C4), 6 71,5 (C5) e & 175,0 (C6) atribuidos
a unidades de —1-)-a-D-GalpA-(-4— (PERRONE et al, 2002; VRIESMANN e
PETKOWICZ, 2009). Como previsto a fracdo SCETE-PF ¢ composta pela
homogalacturonana observada anteriormente, porém como a fragdo foi exposta a um meio
alcalino forte, durante o tratamento com reagente de Fehling, ocorreu a desesterificacdo e

desacetilacdo do polissacarideo.
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FIGURA 13. ESPECTRO DE C-RMN DAS FRACOES SCE-30R (A), SCETE-PF (B) E SCETE-SF (C)
EM D,0, A 70 °C, COM OS DESLOCAMENTOS QUIMICOS (5) EXPRESSOS EM PPM.

O espectro de C-RMN da fragio SCETE-SF (FIGURA 13C) apresentou além dos
sinais observados na fracdo SCE-30R para a frutana do tipo inulina, ainda sinais em &
101,2 e 0 101,8 atribuidos aos carbonos anoméricos de B-D-Xylp, em & 97,9 (C1) e 59,4
(OCH3) atribuidos a 4-O-Me-a-D-GlcpA, em 6 109,3 atribuido aos carbonos anoméricos
de a-L-Araf e como previsto ndo apresentou os sinais referentes a homogalacturonana
(VIGNON ¢ GEY, 1998; WAGNER ¢ JORDAN 1988). Com intuito de remover a frutana
do tipo inulina, a fragdo SCETE-SF foi submetida ao tratamento enzimdtico com enzima
do tipo endo-inulinase e deu origem a uma nova fracdo denominada CTSF-EN com
rendimento de 42,8% (FIGURA 4).

A andlise de composicdo monossacaridica da fracio CTSF-EN apresentou

principalmente arabinose e galactose, juntamente com menores propor¢des de xilose e
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acidos uronicos (TABELA 2). A partir desta anélise observou-se que o tratamento com a
enzima foi eficiente, pois reduziu o teor de frutose para apenas 8,2%. O espectro de C-
RMN desta fragdo (FIGURA 14) apresentou sinais em 6 109,0-107,0, 6 103,4, & 101,1-
101,7 e 6 97,6 atribuidos aos carbonos anoméricos de a-L-Araf, B-D-Galp-, B-D-Xylp e 4-
O-Me-a-D-GlcpA respectivamente (VIGNON e GEY, 1998; WAGNER e JORDAN,
1988). A analise de homogeneidade por HPSEC da fragao (FIGURA 15), apresentou perfil

heterogéneo, demonstrando a presenca de trés grupos de moléculas com tamanhos distintos

(3 picos).
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FIGURA 14. ESPECTRO DE "“C-RMN DA FRACAO CTSF-EN EM D,O, A 50 °C, COM OS
DESLOCAMENTOS QUIMICOS (8) EXPRESSOS EM PPM.
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FIGURA 15. PERFIL DE ELUICAO EM HPSEC DA FRACAO CTSF-EN, CTSN-100R ¢ CCCEN-10E
UTILIZANDO DETECTOR DE INDICE DE REFRACAO (RID).

Para continuar a purificagdo a fracdio CTSF-EN foi submetida ao processo de
ultrafiltragdo sequencial em membranas de 100kDa, 50kDa e 10kDa. Este processo gerou
as seguintes fracdes: retida em 100kDa denominada CTSN-100R com rendimento de

12,4%:; retida em 50kDa denominada CTSNCE-50R com rendimento de 10,4%; retida em
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10kDa denominada CCCEN-10R que ndo obteve rendimento suficiente para ser analisada
¢ a eluida em 10kDa denominada CCCEN-10E com rendimento de 38,4% (FIGURA 4).

As fracdes CTSN-100R e CTSNCE-50R apresentaram resultados muitos
semelhantes, deste modo os resultados descritos para fragdo CTSN-100R equivalem para
ambas fragdes. A analise de homogeneidade por HPSEC (FIGURA 15) para fragdo
CTSN-100R apresentou um pico principal em torno de 42 min, provavelmente
correspondendo ao pico 1 observado na andlise de homogeneidade da fragdo CTSF-EN,
mostrando que a ultrafiltracdo foi eficiente para concentrar esta molécula. A massa molar
foi estimada em aproximadamente 640kDa. A fragdo CTSN-100R apresentou na analise de
composi¢cdo monossacaridica principalmente xilose e acidos urdnicos (TABELA 2).
Devido a presenca de 4cidos urdnicos a fracdo CTSN-100R foi carboxi-reduzida e
submetida a andalise de metilagdo, onde os principais derivados metilados obtidos foram:
2,3-Me,-Xilitol, correspondente a unidades de xilose 4-O-substituidas, 3-Me-Xilitol,
correspondente a unidades de xilose 2,4-di-O-substituidas e 2,3,4,6-Me4-Glucitol,
correspondente a unidades terminais de 4cido glucurénico, demonstrando que o
polissacarideo ¢ formado por uma cadeia principal composta por unidades de xilose
(1—4)-ligadas e unidades xilose (1—4)-ligadas O-substituidas em O-2 por unidades de
acido 4-O-metil-glucurdnico.

O espectro de >C-RMN  para fragio CTSN-100R (FIGURA 16A) mostrou sinais
em 6 101,7 (C1), 6 72,8 (C2), & 73,8 (C3), 0 76,5 (C4) e 5 62,8 (CS5) atribuidos a unidades
de —4)-B-D-Xylp-(1—, em 6 101,2 (C1), & 76,8 (C2), & 72,1 (C3),5 76,5 (C4) e 62,8 (CS5)
atribuidos a unidades de —2,4)-B-D-Xylp-(1— e em 6 97,6 (C1), 8 71,5 (C2), & 72,3 (C3),
0 82,1 (C4),6 72,5 (C5) e 0 176, 3 (C6) atribuidos a unidades de 4-O-Me-a-D-GlcpA-(1—
(VIGNON ¢ GEY, 1998). Em acréscimo foi realizado a analise de HSQC (FIGURA 17) e
os assinalamentos, organizados na tabela 3, foram determinados por analise de COSY e

TOCSY.
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FIGURA 16. ESPECTRO DE "C-RMN DAS FRACOES CTSN-100R (A) E CCCEN-10E (B) EM D,0, A
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FIGURA 17. ESPECTRO DE HSQC DA FRACAO CTSN-100R EM D,O, A 50 °C COM OS
DESLOCAMENTOS QUIMICOS (8) EXPRESSOS EM PPM.
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TABELA 2 - DESLOCAMENTOS QUIMICOS DE 'H E "*C (8) EXPRESSOS EM PPM DA 4-0O-
METIL-GLUCURONOXILANA PRESENTE NA FRACAO CTSN-100R.

Unidades 1 2 3 4 5 6 -OCH;

C 101,7 72,9 73,8 765" 628 - -

—4)-B-D-Xylp-(1— 310
H 447 331 3,58 3,79 4’14 - -

C 101,3 76,7 72,1 765" 628 - -

—2.4)-B-D-Xylp-(1— 342
H 4,64 3,46 3,66 3,79 4’14 - -

C 97,7 714 723 821" 72,5 1763 59,4
4-0O-Me-a-D-GlepA-(1—
H 527 3,58 3,78 327 4,30 - 4,47

NOTAS: (a) Indica o carbono O-substituido

Com base nas analises realizadas, ¢ possivel afirmar que a fragdo CTSN-100R ¢
composta por uma 4-O-metil-glucuronoxilana, que consiste em uma cadeia principal
composta por unidades de xilose (1—4)-ligadas e xilose (1—4)-ligadas substituidas em O-
2 por unidades de acido 4-O-metil-glucuronico.

Wagner e colaboradores (1984) e Fiiller e Franz (1993) ja haviam observado a
presenga de uma 4-O-metil-glucuronoxilana nos extratos da camomila, porém as outras
caracteristicas quimicas observadas no presente trabalho ndo foram relatadas. Pode ser
observado, entretanto, que os rendimentos obtidos por esses autores, que foi de 0,5%
(baseado no peso seco), esta muito acima aos daqui obtidos (abaixo de 0,1%).

Dentro da familia Asteraceae, a presenca de uma 4-O-metil-glucuronoxilana ja foi
observada para a rubéquia (Rudbeckia fulgida), sendo que a quantidade de 4cido
glucuronico observada foi 12%, inferior a obtida neste trabalho (KARDOSOVA, et al.,
1998). Glucuronoxilanas compostas exclusivamente por unidades de xilose (1—4)-ligadas
e xilose (1—4)-ligadas substituidas em O-2 por unidades de acido 4-O-metil-glucurénico
j& foram também relatadas para vegetais de outras familias, tais como kenaf (Hibiscus
cannabinus), uva de oregon (Mahonia aquifolium), bucha (Luffa cylindrica), juta
(Corchorus capsularis) e marmeleiro (Cydonia oblonga), nos polissacarideos observados
para estas espécies houve uma variacao de 4% a 20% na quantidade de acido glucurdénico

(KARDOSOVA et al., 2002; NACOS et al., 2006; VIGNON e GEY, 1998).
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A fragdo CCCEN-10E, mesmo sendo a ultima proveniente da ultrafiltracdo
sequencial, apresentou no espectro de "C-RMN (FIGURA 16B) os sinais ja observados
para fracdo original (CTSF-EN) em & 109,0-107,0, 6 103,4, 6 101,1-101,7 ¢ & 97,6
atribuidos aos carbonos anoméricos de a-L-Araf, B-D-Galp-, B-D-Xylp e 4-O-Me-a-D-
GlcpA respectivamente (VIGNON e GEY, 1998; WAGNER e JORDAN, 1988). A anélise
de homogeneidade por HPSEC desta fragdo (FIGURA 15), apresentou um pico Uinico em
torno de 54 min, provavelmente correspondendo ao pico 3 observado na andlise de
homogeneidade da fragdo CTSF-EN. A massa molar foi estimada em aproximadamente
10kDa.

Pelo perfil de homogeneidade da fracdo CCCEN-10E foi possivel visualizar que os
polissacarideos presentes na fragdo apresentam massas molares similares e desta maneira a
ultrafiltragdo ndo seria um processo eficiente para separar estas moléculas. Uma vez que a
4-O-metil-glucuronoxilana, presente na fragdo, apresenta um alto conteido de acido
glucuronico, utilizou-se a cromatrografia de troca idnica como estratégia para purificagao.
O processo gerou duas novas fracdes, a retida na coluna denominada CCCEDE-RDEAE
que nao foi recuperada, por ja conhecermos a molécula presente e a eluida da coluna
denominada CCCEDE-EDEAE com rendimento de 30,2%.

A fracdo CCCEDE-EDEAE apresentou na andalise de composi¢do monossacaridica
principalmente arabinose e galactose. A fra¢do carboxireduzida foi metilada e analisada
(TABELA 4). O principal derivado encontrado foi o 2,4-Me;-galactitol acetato,
correspondente a unidades de galactose 3,6-di-O-substituidas. Outros derivados da
galactose observados foram 2,3,4,6-Mey-galactitol acetato, 2,3,4-Mes-galactitol acetato,
2,4,6-Me;-galactitol acetato e 4-Me-galactitol acetato, correspondentes a unidades de
galactose terminal, 6-O-, 3-O- e 2,3,6-tri-O-substituidas, respectivamente. Os derivados de
arabinose foram: 2,3,5-Mes-arabinitol, correspondente a unidades a-L-Araf~(1—; 2,3-Me;-
arabinitol, correspondente a unidades —5)-a-L-Araf<(1— e 2-Me-arabinitol
correspondente a unidades —3,5)-a-L-Araf~(1—. O derivado 2,3,4,6-Me4-Glucitol também
foi observado e corresponde a unidades de GlcpA-(1—. Desta maneira, pode-se observar
pela andlise de metilagdo, que a fragdo CCCEDE-EDEAE contém uma arabinogalactana
do tipo II, na qual a cadeia principal ¢ formada por unidades de galactose (1—3) ligadas,
0-6 substituidas por cadeias laterais.

A fragdo CCCEDE-EDEAE também foi analisada por HSQC com DEPT (FIGURA
18). Na regido anomérica podem ser vistos os sinais em 0109,0/5,24, 6 107,3/5,07, &
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103,8/4,69, 6 103,2/4,46 ¢ & 103,0/4,51, os quais podem ser atribuidos aos CI1/H1 das
unidades de oa-L-Araf~(1—, —5)-0-L-Araf<(1—, B-D-Galp-(1—, —3)-B-D-Galp-
(1—-/—-3,6)-B-D-Galp-(1— e —6)-B-D-Galp-(1—, respectivamente. Sinais invertidos e
deslocados para campo baixo podem ser vistos em: a) 0 69,2/4,04 ¢ 6 69,2/3,92, os quais
podem ser atribuidos ao C-6 substituidos das unidades de B-D-Galp e; b) & 66,6/3,80 e d
66,6/3,87, atribuidos ao C-5 substituidos das unidades de a-L-Araf. Sinais invertidos
também estdo presentes em & 61,2/3,80, 6 61,1/3,73 e 6 60,9/3,77, os quais podem ser
atribuidos ao C-6 e C-5 livres das unidades de a-L-Araf~(1—, B-D-Galp-(1— e—3)-B-D-
Galp-(1—. Apesar de ser verificada a presenca de aproximadamente 6% de acido
glucurénico na fracdo, nenhum sinal foi observado no espectro de HSQC. Os
assinalamentos foram realizados com base em dados obtidos a partir da literatura e pode-
se verificar que estdo de acordo com os dados de metilagdo discutidos acima (BRECKER,
et al., 2005; CAPEK, et al., 2010; DONG e FANG, 2001; GOELLNER, et al., 2011;
LIANG, et al., 2014; WANG, et al., 2015a; WANG, et al., 2015D).

TABELA 3 - ANALISE DE METILACAO DA ARABINOGALACTANA DO
TIPO I PRESENTE NA FRACAO CCCEDE-EDEAE.

o
Derivados mol %
O-metilados Ligacdes CCCEDE-EDEAE®
2,3,5-Mes-Araf Araf~(1— 11,5
2,3,4,6-Me4-Glep Glep-(1— 7,2
2,3,4,6-Mes-Galp Galp-(1— 14,9
2,3-Me;-Araf —5)-Araf~(1— 8,8
2-Me-Araf —3,5)-Araf-(1— 1,1
2,4,6-Mes-Galp —3)-Galp-(1— 2,3
2,3,4-Mes-Galp —6)-Galp-(1— 4,1
2,4-Me,-Galp —3,6)-Galp-(1— 45,2
4-Me-Galp —2,3,6)-Galp-(1— 4.9

NOTAS: Analise de acetatos de alditois parcialmente O-metilados por GC-MS.
(a) Fragao previamente carboxi-reduzida pelo método de Taylor e Conrad (1972).
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presente trabalho, ndo foram relatadas.

o crisantemo (Chrysanthemum morifolium) (LIANG, et al., 2014).
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FIGURA 18. ESPECTRO DE HSQC/DEPT DA FRACAO CCCEDE-EDEAE EM D,0, A 50 °C, COM OS
DESLOCAMENTOS QUIMICOS (5) EXPRESSOS EM PPM. OS SINAIS EM AZUL INVERTERAM
NESTE EXPERIMENTO.

Filler e Franz (1993) também haviam observado a presenca de uma

arabinogalactana nos extratos da camomila, porém as demais caracteristicas, observadas no

As arabinogalactanas do tipo II apresentam uma estrutura geral semelhante, porém
ocorre uma alta varia¢do da estrutura quimica fina entre as espécies vegetais (CARPITA e
GIBEAUT, 1993; ALBERSHEIM et al., 1996). Na literatura, o tinico relato encontrado de

arabinogalactanas do tipo II presente em flores de espécies da familia Asteraceae, foi para



64

5.2 ATIVIDADES BIOLOGICAS DOS POLISSACARIDEOS

5.2.1 Atividade antinociceptiva

O infuso (chd) de camomila (Chamomilla recutita) possui entre suas indicagdes
populares os usos em quadros de dores abdominais (colica) e principalmente quadros
inflamatorios. Esse efeitos sdo, geralmente, atribuidos aos compostos secundarios
presentes, porém para os polissacarideos da camomila ambos os efeitos sdo pouco
explorados. E sabido que fragdes polissacaridicas isoladas de vegetais, tais como
galactoarabinoglucuronoxilanas, arabinogalactanas, polissacarideos sulfatados e fracdes
brutas podem apresentar tais atividades biologicas (NASCIMENTO et al, 2013;
NASCIMENTO et al., 2015; RODRIGUES et al., 2012b; YE et al., 2013). Deste modo
optou-se por avaliar a propriedade antinociceptiva das fragdes polissacaridicas extraidas da
camomila.

As fracdes SMRW-100R, SCETE-10E e CTSN-100R foram escolhidas, pois
apresentam diferentes polissacarideos, a saber, a homogalaturonana, a frutana e a 4-O-
metil-glucuronoxilana, respectivamente. O modelo bioloégico empregado foi o de
nocicep¢ao induzida por formalina em camundongos. Neste modelo, dois parametros sdo
estabelecidos, o primeiro (fase I) avalia a nocicep¢do de origem neurogénica, que consiste
na ac¢do direta da formalina nos nociceptores e o segundo (fase II) avalia a nocicepgao de
origem inflamatdria, que consiste na ativacao de nociceptores polimodais e liberagdo de
mediadores pro-inflamatdrios (RODRIGUES et al., 2012a).

Os resultados obtidos com a administragdo intraperitoneal das fragdes SMRW-
100R e SCETE-10E mostram que as fragdes ndo tiveram diferenca significativa do
controle nas doses testadas, portanto ndo inibem a resposta nociceptiva induzida pela
formalina em nenhuma das fases (FIGURA 19 ¢ 20).

Por outro lado, os resultados mostram que a fragdo CTSN-100R obteve diferenca
significativa nas duas fases quando comparadas aos controles, obtendo uma diminui¢do na
nocicepcao de aproximadamente 71% para a dose de 10 mg/kg e 81% para a dose de 30
mg/kg na fase aguda (Fase I) e 59% para a dose de 10 mg/kg e 96% para dose de 30 mg/kg
na fase inflamatoria (Fase II) (FIGURA 21). Entretanto, foi observado através da analise
estatistica que na fase aguda nao houve diferenca significativa entre as doses de 10 mg/kg

e 30 mg/kg. Este resultado mostra a¢cdo antinociceptiva para a fragcdo, porém ao decorrer do
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experimento foram observados alguns sintomas nos animais, como sonoléncia e pelos
ouri¢ados, indicando que o polissacarideo poderia estar interferindo no sistema nervoso

dos animais. Para verificar essa evidéncia o teste de campo aberto foi empregado.
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FIGURA 19. EFEITO DA ADMINISTRACAO INTRAPERITONEAL DA FRACAO SMRW-100R NA
FASE NEUROGENICA (A) E FASE INFLAMATORIA (B) NA NOCICEPCAO INDUZIDA POR
FORMALINA 2,5% EM CAMUNDONGOS. Os animais foram tratados com veiculo (C - controle, 10
mL/kg, i.p.) ou doses da fragdo SMRW-100R (1, 10 e 100 mg/kg, i.p.).
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FIGURA 20. EFEITO DA ADMINISTRACAO INTRAPERITONEAL DA FRACAO SCETE-10E NA
FASE NEUROGENICA (A) E FASE INFLAMATORIA (B) NA NOCICEPCAO INDUZIDA POR
FORMALINA 2,5% EM CAMUNDONGOS. Os animais foram tratados com veiculo (C - controle, 10
mL/kg, i.p.) ou doses da fragdo SCETE-10E (1, 3 e 100 mg/kg, i.p.).
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FIGURA 21. EFEITO DA ADMINISTRACAO INTRAPERITONEAL DA FRACAO CTSN-100R NA
FASE NEUROGENICA (A) E FASE INFLAMATORIA (B) NA NOCICEPCAO INDUZIDA POR
FORMALINA 2,5% EM CAMUNDONGOS. Os animais foram tratados com veiculo (C - controle, 10
mL/kg, i.p.) ou doses da fragdo CTSN-100R (3, 10 e 30 mg/kg, i.p.).

O teste de campo aberto para CTSN-100R mostrou que a fracdo afeta o sistema
locomotor quando comparada ao controle, diminuindo a locomog¢@o em 65% para a dose de
10 mg/kg e 80% para dose de 30 mg/kg (FIGURA 22). Além disso, através da analise
estatistica foi observado que os grupos tratados (10 e 30 mg/kg) ndo apresentaram
diferenga significativa entre si. Este resultado indica que a fracdo pode ter obtido um falso
resultado positivo no modelo de avaliagdo antinociceptiva e que o real efeito pode ser uma
acdo sedativa no sistema nervoso dos animais, porém outros experimentos sao necessarios

para confirmar esta informacao.
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FIGURA 22. EFEITO DA ADMINISTRACAO INTRAPERITONEAL DA FRACAO CTSN-100R NA
ATIVIDADE LOCOMOTORA EM CAMUNDONGOS. Os animais foram tratados com veiculo (C -
controle, 10 mL/kg, i.p.) ou doses da fragdo CTSN-100R (10 e 30 mg/kg, i.p.).

A atividade antinociceptiva ja foi observada anteriormente para a camomila e foi

atribuida a substancia a-bisabolol encontrada na espécie, e que também atua como anti-
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inflamatorio (LEITE et al., 2011). Acreditava-se que a atividade sedativa dos extratos
brutos da camomila acontecia pela presenga do flavondide apigenina, porém um estudo
realizado por Avallone e colaboradores (2000) mostrou que este composto, isolado a partir
da espécie, ndo apresenta tal atividade. Desta maneira ¢ possivel sugerir que
glucuronoxilana presente na fragdo CTSN-100R, estd de algum modo conectada a estas

atividades.

5.2.2 Atividade antiulcera géstrica

Nao hé relatos de que a camomila seja utilizada popularmente contra ulcera
gastrica, porém ¢ sabido que os polisscarideos de origem vegetal podem apresentar
significante acdo antitilcera gastrica. Entre os polissacarideos que apresentam bons
resultados para esta atividade bioldgica estdo as glucofrutanas (MALAFAIA et al., 2015),
glucuronoarabinoxilanas (SIMAS-TOSIN et al., 2014), heteroxilanas acidas (CIPRIANI et
al., 2008) e homogalacturonanas (CIPRIANI et al, 2009). Estes polissacarideos se
assemelham com os encontrados no infuso (chd) da camomila, assim para investigar se os
polissacarideos presentes promovem a acdo antitlcera a fragdo bruta de polissacarideos
(MRW) foi submetida a avaliacdo de atividade no modelo de ulcera gastrica induzida por
etanol.

O método consiste na verificagdo da protecao que os polissacarideos proporcionam
contra lesdes gastricas (induzidas por etanol) em ratos, baseado na area da lesdo observada
no estdmago dos animais (ROBERT et al, 1979). O resultado obtido demonstrou que a
administracdo oral de MRW, 1 h antes da inducdo de lesdes gastricas, resultou em redugdo
da area lesionada em 91% na dose de 3 mg/kg e 64% na dose de 10 mg/kg quando
comparadas ao grupo controle tratado com veiculo (Figura 24A e B) e ainda que esta
reducdo foi menor que a observada para o controle positivo tratado com omeprazol (40
mg/kg). Além disso, através da andlise estatistica foi observado que os grupos que
receberam as doses de 3 e 10 mg/kg de MRW ndo apresentaram diferenca significativa
entre si (FIGURA 23).

A fracdo bruta de polissacarideos (MRW) demonstrou possuir atividade
gastroprotetora nas concentracdes de 3 e 10 mg/kg, prevenindo a formacdo de lesdes
agudas causadas por administracdo de etanol. Esta acdo pode acontecer devido; a

habilidade destes polimeros de se ligar a superficie da mucosa gastrica, funcionando como
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uma camada protetora; a diminui¢do da secrecdo de suco gastrico; a protecdo da mucosa
pelo aumento da sintese de muco e/ou o sequestro de radicais livres, porém outros estudos
s30 necessarios para elucidar o mecanismo de a¢do presente (MELLINGER-SILVA et al.,

2011; NERGARD et al., 2005; YAMADA, 1994).
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FIGURA 23. EFEITO DA ADMINISTRACAO ORAL DA FRAGAO MRW (3, 10 E 30 mg/kg) CONTRA
LESOES GASTRICAS AGUDAS (C: CONTROLE, AGUA 0,1 mL/100 g; O: OMEPRAZOL 40 mg/kg).
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6 CONCLUSAO

Conclui-se que o infuso de camomila (Chamomilla recutita [L.] Rauschert)
apresenta 3,2% de polissacarideos estruturais e de reserva, sendo caracterizados 4
polissacarideos distintos. Uma homogalacturonana linear composta por unidades de —1)-
a-D-GalpA-(4— altamente metil esterificada (DE 87%) e acetilada (DA 19%), com massa
molar estimada em 570kDa; uma frutana linear do tipo inulina composta por unidades de
—1)-B-D-Frucf~(2—; uma 4-O-metil-glucuronoxilana composta por uma cadeia principal
formanda por unidades de —4)-f-D-Xylp-(1— e unidades —2,4)-B-D-Xylp-(1—
substituidas por unidades de acido 4-O-Me-a-D-GlcpA-(1—, com massa molar estimada
em 640kDa e uma arabinogalactana do tipo II. Além disto foi observada a presenga
frutooligossacarideos com grau de polimerizagdo que varia de 2 a 11 unidades.

Através dos experimentos de atividade bioldgica conclui-se que as fragdes
compostas pela homogalacturonana e pela frutana ndo inibem a resposta nociceptiva
induzida pela formalina em nenhuma das fases. J& a fragdo composta pela 4-O-metil-
glucuronoxilana inibe a resposta nociceptiva nas doses de 10 e 30 mg/kg em ambas as
fases, porém devido a fragdo diminuir a locomog¢ao no teste de campo aberto o efeito pode
estar resultando de uma atividade sedativa do sistema nervoso do animal. Também a fragdo
bruta dos polissacarideos (MRW) apresenta acdo antitlcera gastrica nas doses de 3 e 10

mg/kg no modelo de tlcera induzida por etanol em ratos.
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