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RESUMO

CALEGARI, Gabrielle Cristina. Sulfatacoes Regiosseletivas em Botriosferana:
avaliagao biolégica e desenvolvimento de produto anti-herpético. 2024. 175 f.
Tese de Doutorado (Doutorado em Quimica) — Centro de Ciéncias Exatas,
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2024.

A botriosferana € uma (1—3)(1—6)-B-D-glucana fungica que apresenta diferentes
funcionalidades bioldgicas, incluindo atividades antioxidante e imunomoduladora.
Suas propriedades biolégicas podem ser potencializadas por meio de modificagbes
quimicas na estrutura da macromolécula, como por exemplo, a sulfatagdo. Dessa
forma, o presente trabalho tem como primeiro objetivo sintetizar derivados sulfatados
deste exopolissacarideo por diferentes rotas sintéticas que incluem a protecao seletiva
das suas hidroxilas. Neste estudo, a sulfatagao regiosseletiva foi realizada por trés
métodos diferentes: sulfatagcdo branda (SB), via éster de pivaloila (SP) e via
acetonideo (SA), a fim de comparar a atividade antiviral dos respectivos derivados. As
primeiras duas metodologias produziram dois derivados sulfatados com graus de
substituicdo de 0,82 (SB) e 0,49 (SP), com padrdes de substituicdo nas posi¢cdes C-6
e, C-2/C-4 das unidades de glucose, respectivamente. A ultima via, entretanto, néo
obteve sucesso em produzir um derivado regiosseletivamente sulfatado. Todos os
derivados foram caracterizados quimicamente e avaliados quanto a atividade antiviral
contra o virus Herpes simplex tipo 1 (HSV-1) cepa KOS e dengue tipo 2 (DENV-2). A
amostra sulfatada nas posi¢cdes C-6 (SB) apresentou notavel efeito antiviral sobre o
HSV-1 (ICso de 4,4 ug mL™"), enquanto o derivado SP apresentou-se quase inativo.
Ambos foram inativos para o virus da dengue. Este estudo demonstrou que a
presengca de grupos sulfato, especialmente na posicdo C-6, aumentou
consideravelmente a atividade antiviral da botriosferana em relagdo ao HSV-1,
estabelecendo-se assim uma relagao estrutura-atividade. O segundo objetivo deste
estudo foi desenvolver produtos anti-herpéticos com a amostra antiviral mais potente
obtida na etapa anterior (SB). Uma nova producao foi realizada (SB*), na qual obteve-
se uma amostra com um DS (grau de substituicdo) um pouco superior (1,1) e com um
ICs0 de 2,52 ug mL™', confirmando dessa vez, que maiores DSs contribuem para
maiores atividades anti-herpéticas. O mecanismo de agao antiviral, avaliado com SB*,

mostrou efeito virucida, alcangando uma inibi¢ao viral de 93% na maior concentragao



testada (50 ug mL™"). A mesma amostra também demonstrou atividade anticoagulante
(APTT =1,65 (R) e t = 48 s) somente na maior concentracéo testada. Na sequéncia
foram desenvolvidas duas formulacdes, uma contendo Laponita e outra LECIGEL®,
acrescidas de SB* (na concentragédo de 1,25 mg mL™"), para o tratamento de lesbes
cutdneas causadas pela infeccdo por herpesvirus. As formulagcbes foram
caracterizadas por técnicas fisico-quimicas apropriadas, além de serem avaliadas
pela sua estabilidade preliminar. Também, foram submetidos a avaliagdo de perfil
antiviral frente ao HSV-1 (cepa KOS), desde a sua citotoxicidade, atividade antiviral in
vitro e in vivo. Ambas as amostras se mostraram mais estaveis termicamente apés a
incorporagado do ativo sulfatado (SB*). Em relacdo a pré-estabilidade, ambas as
formulagdes permaneceram estaveis apds estresse térmico, entretanto aquele
desenvolvido a base de LECIGEL® apresentou melhor espalhabilidade. Tais materiais
nao apresentaram citotoxicidade em células Vero. A atividade antiviral in vitro
demonstrou maior inibi¢ao viral com o hidrogel produzido com Laponita (68,8%). Nos
testes in vivo, diferengas estatisticas entre o controle viral e os tratamentos foram
observadas no terceiro e sexto dias pds-infecgédo, sugerindo uma melhora qualitativa
no tratamento das lesdes herpéticas para ambas as formulagdes. Este resultado
corroborou com a avaliacdo a nivel celular, apresentando discreta redugao nas

alteragdes morfoldgicas para o hidrogel de Laponita e a Base de LECIGEL®.

Palavras-chave: antiviral; derivatizagcado quimica; glucanas; hidrogéis.



ABSTRACT

CALEGARI, Gabrielle Cristina. Regiosselective Sulfonation of Botryosphaeran:
biological assessment and development of an antiherpetic product. 2024. 175 f.
Doctoral Thesis (Doctorate in Chemistry) — Exact Sciences Center, State University of
Londrina, Londrina, 2023.

Botryosphaeran is a fungal (1—3)(1—6)-B-D-glucan with different biological
functionalities, including antioxidant and immunomodulatory. Its biological properties
can be enhanced through chemical modifications in the structure of the
macromolecule, such as sulfonation. In this context, the first objective of the present
work was to synthesize sulfonated derivatives of this exopolysaccharide by different
synthetic routes that include the selective protection of its hydroxyl groups. In this
study, regioselective sulfonation was performed by three different methods: mild
sulfonation (SB), via pivaloyl ester (SP), and acetonide (SA), in order to compare the
antiviral activity of the respective derivatives. The first two methodologies produced
two sulfonated derivatives with degrees of substitution of 0.82 (SB) and 0.49 (SP), with
substitution patterns in the C-6 and C-2/C-4 positions of the glucose units, respectively.
The latter route, however, was unsuccessful in producing a regioselectively sulfonated
derivative. All derivatives were chemically characterized and evaluated for antiviral
activity against Herpes simplex virus type 1 (HSV-1) strain KOS and dengue fever type
2 (DENV-2). The sulfonated sample at positions C-6 (SB) showed a remarkable
antiviral effect on HSV-1 (ICso of 4.4 ug mL™"), while the SP derivative was almost
inactive. Both were inactive against the dengue virus. This study demonstrated that
the presence of sulfate groups, especially in the C-6 position, considerably increased
the antiviral activity of botryosphaeran against HSV-1, thus establishing a structure-
activity relationship. The second objective of this study was to develop antiherpetic
products with the most potent antiviral sample obtained in the previous stage (SB). A
new production of SB was carried out, in which a sample (SB*) was obtained with a
slightly higher DS (1.1) and an ICs of 2.52 yg mL-', confirming that higher DSs
contribute to higher antiherpetic activities. The antiviral mechanism of action, assessed
with SB*, showed a virucidal effect, achieving a viral inhibition of 93% at the highest
tested concentration (50 ug mL™"). The same sample also demonstrated anticoagulant
activity (APTT = 1.65 (R) and t = 48 s) only in the highest concentration tested.



Subsequently, we developed two formulations, one containing Laponite and the other
LECIGEL®, both incorporating SB* (at a concentration of 1.25 mg mL"), for treating
skin lesions caused by herpesvirus infection. The formulations were characterized
using appropriate physicochemical techniques, and evaluated for their preliminary
stability. They were also subjected to antiviral profile evaluation against HSV-1 (strain
KOS), including cytotoxicity, in vitro and in vivo antiviral activity. Both samples showed
greater thermal stability after the incorporation of sulfonated active ingredient (SB¥).
Regarding pre-stability, both formulations remained stable after thermal stress;
however, the LECIGEL®-based hydrogel showed better spreadability. Such materials
did not show cytotoxicity in Vero cells. In vitro antiviral activity demonstrated higher
viral inhibition with the hydrogel produced with Laponite (68.8%). In in vivo tests,
statistical differences between viral control and treatments were observed on the third
and sixth days post-infection, suggesting a qualitative improvement in the treatment of
herpetic lesions for both formulations. This result was corroborated by cellular-level
evaluation, showing a slight reduction in morphological changes for the Laponite
hydrogel and the LECIGEL®-based hydrogel.

Key-words: antiviral activity; chemical derivatization; glucans; hydrogels.
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1 INTRODUGAO

As doencas virais sdo0 uma ameaca constante a populacido mundial,
como as causadas por Herpes e Dengue virus, com grande impacto especialmente
no Brasil, atingindo boa parcela da populagdo. Diversos estudos tém demonstrado a
atividade antiviral de polissacarideos, obtidos a partir de fontes naturais, destacando-
se os naturalmente sulfatados ou modificados quimicamente, como os estudados
neste trabalho.

Os polissacarideos microbianos sao uma classe de
biomacromoléculas que possuem uma variedade diversificada de caracteristicas
estruturais quimicas e fisicas. E importante mencionar que as diferencas estruturais e
conformacionais interferem diretamente nas funcionalidades bioldgicas que estas
macromoléculas podem apresentar. Neste contexto, é estratégica a busca por novas
glucanas, incluindo a obteng¢do de derivados quimicamente modificados, os quais
podem apresentar novas funcionalidades biotecnolégicas ou ainda terem suas
propriedades de interesse potencializadas.

As B-D-glucanas (polimeros de g-D-glucopiranose) sdo um grupo de
polissacarideos que ganharam destaque na literatura nas ultimas décadas, e que séo
obtidos pela extracdo do material da parede celular (fungos, algas e cereais) ou ainda
como exopolissacarideos (EPS). Entre estes ultimos esta o EPS fungico denominado
botriosferana, uma [-D-glucana ramificada do tipo (1—3)(1—6), produzida pelo
ascomiceto Botryosphaeria rhodina MAMB-05, que apresenta diversas bioatividades,
como atividade antitumoral, antimutagénica, antioxidante, imunomodulatodria,
hipoglicemiante, hipocolesterolémica, dentre varias outras (BARBOSA et al., 2003).

Dentre as modificagcbes quimicas que podem potencializar as
funcionalidades biologicas dos polissacarideos, é destacada a sulfatacdo. A
sulfatagdo € uma reagao que envolve a substituicdo nucleofilica nos grupos hidroxila
presentes nas unidades monoméricas, por grupamentos sulfénicos (-SO3zH)
(SACCHELLI et al.,, 2019). Tais derivatizagcdes tém se destacado por conferir
principalmente atividades antivirais e anticoagulantes as moléculas.

Essas derivatizagbes quimicas, quando nao direcionadas, ocorrem de
forma aleatdria na estrutura do polissacarideo, e sao criados padrdes estruturais que
levam em conta apenas as caracteristicas intrinsecas de cada molécula, como o tipo

de ligagado glicosidica e a liberdade rotacional. Modificagbes quimicas, como a
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sulfatagdo, no entanto, podem ser impostas para ocorrer regiosseletivamente usando
a estratégia de protegao-sulfatacdo-desprotecdo (BEDINI et al., 2017). Nesse
processo, sao realizadas varias etapas de semissinteses envolvendo o uso de grupos
protetores adequados, nas quais, ao final da rota sintética, sdo obtidos derivados
sulfatados previstos e direcionados, possibilitando assim um entendimento mais
profundo da relacéo estrutura-atividade.

Na primeira parte deste estudo, o objetivo foi produzir derivados
regiosseletivamente sulfatados de botriosferana ((1—3)(1—6)-3-D-glucana), a fim de
se verificar qual padrao de sulfatagdo apresenta melhor atividade antiviral frente a dois
virus envelopados (Dengue e Herpes). Trés rotas sintéticas foram consideradas:
sulfatagcdo branda (SB), sulfatagcdo via éster de pivaloila (SP) e a sulfatagado via
acetonideo (SA), tais reagdes foram avaliadas para a preparagao das botriosferanas
substituidas regiosseletivamente. Todas as botriosferanas sulfatadas foram
caracterizadas estruturalmente por RMN 1D e 2D (HSQC), FT-IR e foi determinado
seu grau de substituigcdo. Adicionalmente, a citotoxicidade, a atividade antiviral (anti-
HSV-1 cepa KOS e anti-DENV-2), atividade anticoagulante e 0 mecanismo de agao
dos derivados foram avaliados in vitro, a partir dos quais foi possivel propor uma
relacao estrutura-atividade.

A atividade antiviral das botriosferanas sulfatadas, com diferentes
sequéncias reacionais, foi atestada em trabalhos anteriores do nosso grupo de
pesquisa contra herpes e dengue virus, bem como a sua auséncia de citotoxicidade.
A botriosferana nativa exerceu uma inibicio moderada para ambos os Vvirus,
entretanto, os seus derivados sulfatados foram consideravelmente mais potentes.
SACCHELLI e colaboradores (2019) sulfataram aleatoriamente a botriosferana com
um DS de 1,1, que apresentou ICso de 2,4 ug mL' (HSV-1). Quando a botriosferana
foi primeiramente carboximetilada e posteriormente sulfatada (LOPES et al., 2021), o
derivado apresentou um ICsp de 12,4 ug mL-' (HSV-1), com um DS de 0,1. Quando
submetida a oxidacao e posteriormente a sulfatagcdo (Flavia Deduch, artigo para
publicacao sendo redigido), o respectivo derivado da botriosferana apresentou ICso de
10,2 ug mL-' (HSV-1), com um DS de 0,3. A presenca dos grupos sulfato mostrou-se
imprescindivel para o aumento da atividade antiviral, a qual resultou ser diretamente
proporcional ao grau de sulfatacdo, mas também influenciada, em menor grau, pela

presenca de outros grupos anidnicos (carboxilatos).
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Em um segundo momento, com a relagdo estrutura-atividade de
botriosferanas sulfatadas ja definida, procedeu-se com o desenvolvimento de um
produto antiviral. Propde-se o uso destas substancias ativas para o tratamento das
lesbes cutaneas causadas pela replicacdo do virus herpes simples. Para isso, duas
formulagées de géis (uma contendo Laponita e outra LECIGEL®) contendo um
derivado sulfatado de botriosferana foram preparadas. Estes géis foram
caracterizados por técnicas fisico-quimicas apropriadas, além de serem avaliados
pela estabilidade preliminar e requisitos como espalhabilidade, pH, densidade e pelo
teste de centrifugagao. Por fim foram caracterizados por sua citotoxicidade e seu perfil
antiviral frente ao HSV-1, cepa KOS, considerando a atividade antiviral in vitro e in

Vivo.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente estudo teve por objetivo sulfatar a botriosferana
regiosseletivamente, caracterizar os derivados e avaliar sua atividade antiviral, a fim
de propor uma relacédo estrutura-atividade, para entdo desenvolver produto tépico
biotecnoldgico para o tratamento de lesdes cutédneas causadas pela replicagdo do

herpes simplex virus.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

° Modificar a botriosferana quimicamente por sulfatagao
regiosseletiva, gerando trés padrdes distintos de sulfatagéo;

° Determinar o padrdao de substituicdo dos derivados por
técnicas quimicas e espectroscopicas;

° Avaliar o potencial citotoxico e a atividade antiviral in vitro

dos derivados frente aos virus da Dengue e da Herpes simples;

o Avaliar a atividade anticoagulante dos derivados;

. Estabelecer a relacado estrutura-atividade antiviral dos
compostos ativos;

o Avaliar o mecanismo de acao antiviral (HSV-1 KOS) da

amostra de botriosferana sulfatada mais ativa;

o Desenvolver duas formulagdes, uma a base de Laponita e
outra a base de LECIGEL®;

o Caracterizar estas duas formulagbes por microscopia
eletrbnica de varredura (MEV) e por analise térmica (DSC);

o Avaliar a estabilidade preliminar das formulagdes através
das caracteristicas organolépticas, além dos requisitos de espalhabilidade, pH,
densidade e pelo teste de centrifugacao;

o Avaliar as formulacdes pela citotoxicidade e eficacia da
atividade antiviral in vitro e in vivo;

o Confirmar a avaliagao antiviral in vivo através da analise

histologica.
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 POLISSACARIDEOS

Os polissacarideos séo carboidratos poliméricos que podem ser
encontrados de diversas formas na natureza. Presentes em plantas e vegetais, células
animais, fungos, bactérias e algas, e ainda em sementes e exsudados de arvores,
podem desempenhar diferentes papeis nesses organismos, como componentes
estruturais, armazenamento de energia, lubrificagcédo e transdugao de sinal celular, por
exemplo (XIAO; GRINSTAFF, 2017; ZHANG et al., 2022b).

Tais estruturas sdo formadas pela condensacédo de monossacarideos,
como ribose, glucose e frutose, que sdo unidas por ligagées O-glicosidicas. Essas
ligagcbes sao formadas pela condensagdo ou desidratagdo do grupo hidroxila
hemiacetal de um monossacarideo e um grupo hidroxila de outra unidade, como

mostrado na Figura 1.

Figura 1- Representagado da formagao do dissacarideo maltose (a-D-glucopiranosil-
(1,4)-B-D-glucopiranose), por meio da ligagao glicosidica entre os monossacarideos
a-glucose e B-glucose.

OH hemiacetal OH

@)
HO HO OH
mw

H
OH

a-D-glucose B-D-glucose Maltose

Fonte: o préprio autor

Os polissacarideos podem se diferenciar pela configuragcado espacial
(a ou B), pela regidao de ligacao ((1—2), (1—3), (1—4) e (1—6)), pelo grau de
ramificagdo, peso molecular, tamanho de suas cadeias, composi¢ao monossacaridica
(homo ou heteropolissacarideos) e presenca ou ndo de grupos funcionais além das
hidroxilas (XIAO; GRINSTAFF, 2017; ZHANG et al., 2022b). A forma especifica como
sado formados confere caracteristicas de estrutura-atividade especificas também, de
forma que, qualquer mudanga alteraria também aspectos funcionais das moléculas.

Tais aspectos serao discutidos com mais atengao neste trabalho.
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Como citado anteriormente, os polissacarideos sdo componentes das
mais diversas formas de vida na Terra. Macromoléculas de origem vegetal, por
exemplo, tém se destacado tanto na literatura cientifica quanto nas aplicagdes
industriais, como materiais com propriedades biotecnologicas (DANGI et al., 2022).

A curdlana é uma glucana do tipo B-(1-3) linear, produzida
extracelularmente por bactérias, principalmente pela Gram-negativa ndo patogénica
Agrobacterium sp. (PRZEKORA et al., 2022). Além das diversas aplica¢des industriais
descritas na literatura (estabilizantes e transportadores de drogas, por exemplo),
Przekora et al., (2022) relataram o uso deste biopolimero em um termogel para
implementacdo em remodelacdo Ossea apds implante. Da mesma forma Perveen et
al., (2021) relataram a produgédo de uma (1—3)-B-glucana, extraida de uma alga
denominada Euglena gracilis. Tal glucana, apesar de possuir a mesma constituigao
estrutural ((1—3)-B-glucana) da curdlana, provém de uma fonte diferente, o que altera
consideravelmente suas propriedades biolégicas. Isso porque é preciso levar em
conta, além da fonte de extracdo, o processo de purificagcdo e peso molecular do
polissacarideo, por exemplo. Tais autores relataram propriedades como
imunomoduladoras, nas quais atuaram ainda como antioxidantes e antiparasitarias
contra Mesanophyrs sp.

As galactomananas sao extraidas de endosperma de sementes de
plantas, e séo constituidas por uma cadeia principal linear de g-(1-4)-D-manana, com
residuos D-galactose na posicado do C-6 (DANGI et al., 2022). Tais moléculas, por
serem resistentes as secregdes digestivas humanas do intestino e ao suco gastrico,
podem ser utilizadas como fibras alimentares e prebidticos, além de serem utilizados
como sistema de liberagao de farmacos (DANGI et al., 2022).

A goma arabica é produzida a partir do exsudado da arvore Acacia
senegal e é constituida por unidades de B-(1—3)-D-galactopiranosil, com cadeias
laterais de duas a cinco unidades [(-(1—3)-D-galactopiranosil, unidas a cadeia
principal por ligacdes (1—6) (ALI; ZIADA; BLUNDEN, 2009). Possui aplicagcbes em
diversas areas, como alimenticia, farmacéutica, cosmética e téxteis (PRASAD et al.,
2022). Nyaguthii; Omwamba; Nduko, (2023) investigaram a introdu¢cao de goma
arabica e de concentrado de proteina de soja como agentes ligantes, em analogos de
salsicha a base de cogumelos. Neste estudos foram investigadas as caracteristicas
de qualidade e propriedades nutricionais desses produtos (salsichas), nos quais
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obtiveram resultados promissores como: composi¢do centesimal (teor de proteina
gordura, cinzas e fibras) significativamente elevada; encolhimento de didmetro e
comprimento por cozimento em tempos menores; rendimento, retencdo de agua e
Oleo superiores; melhores propriedades antimicrobianas; melhores escores
sensoriais, demonstrando que tais agentes ligantes, quando adicionados em
formulagdes alimenticias, podem otimizar as propriedades funcionais dos produtos.
Além disso, polissacarideos oriundos de células animais também sao
largamente utilizados. A quitina é um dos biopolimeros naturais mais abundantes no
planeta, a qual é extraida principalmente de crustaceos e insetos, entretanto, por ndo
ser soluvel em agua e em outros solventes organicos, € limitada quanto a suas
aplicagdes. Ja a sua forma desacetilada, conhecida como quitosana, por ser mais
soluvel em agua, apresenta mais aplicagdes em industrias agricolas, alimenticias e
cosméticas (MOHAN et al., 2022). Loron et al., (2023) avaliaram o uso da quitosana
como biofungicida contra o crescimento de Fusarium graminearum. Neste estudo, os
autores verificaram que a quitosana levou a diminuicdo da producido de micotoxinas
por F. graminearum, e a capacidade de formacao de filme da quitosana, quando

pulverizada na planta, levou a inibi¢ao do crescimento do micélio fungico.

3.1.1 Polissacarideos microbianos

Além dos polissacarideos de origem celular e de células animais, os
de origem microbiana vém ganhando espac¢o no mercado mundial. Sdo promissores
tanto no mercado industrial, alimenticio e téxtil, como espessantes, umectantes e
texturizantes, por exemplo, quanto na industria farmacéutica e cosmética,
demonstrando capacidade no tratamento de importantes doengas e outras
bioatividades como antioxidantes e antimicrobianas.

A producdo dos polissacarideos microbianos pode ser considerada
mais vantajosa quando comparada com aquela proveniente de fontes vegetais e
animais. Sua producdo, quando monitorada em laboratério, pode ser facilmente
controlada quanto a parametros fermentativos, levando a um produto mais uniforme
em relagdo as propriedades fisico-quimicas, além de um crescimento mais rapido,
producao e isolamento também mais efetivos, evitando dessa forma interferéncias

externas e sazonalidades (ZHANG et al., 2022b). Entretanto, vale ressaltar que
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diferentes parametros de producdo podem levar a produtos com caracteristicas
diferentes.

Os microrganismos sdo capazes de sintetizar polissacarideos com
uma estrutura quimica regular, composta de duas a oito unidades de repeticdo de
agucar, com conformacéao estereoregular e de forma helicoidal (XU et al., 2019). Além
disso, os substituintes afetam as interacdes inter e/ou intracadeia, entretanto, tal

assunto sera discutido com mais atencao adiante.

3.1.2 Exopolissacarideos (EPS)

Os polissacarideos microbianos podem ser classificados de acordo
com a sua disposig¢ao celular. Podem ser divididos em polissacarideos extracelulares,
polissacarideos de parede celular e polissacarideos intracelulares (ZHANG et al.,
2022b).

Os exopolissacarideos (EPS) sdo aqueles que sédo secretados para
fora da célula durante o crescimento e metabolismo dos microrganismos, formando
uma camada sobre a superficie do organismo, podendo atuar como uma barreira
fisica, a qual impede o acesso de substancias nocivas, ou ainda pode evitar uma
desidratagdo quando presentes em ambientes nao favoraveis (LEI; EDMUND, 2019;
ZHANG et al., 2022b). Dessa forma, a biossintese dessas macromoléculas pode estar
relacionada tanto a capacidade de sobrevivéncia em condigdes adversas, quanto em
condigdes otimas de incubagéo, onde produzem essas biomoléculas como reserva
energética.

A producgao dos EPS pode se dar por bactérias (tanto Gram-positivas,
quanto Gram-negativas), algumas algas e fungos, quando cultivados em condi¢des
de fermentacdo submersa (SOUZA; GARCIA-CRUZ, 2004). Sua extracdo é
consideravelmente mais vantajosa quando comparada com polissacarideos
intracelulares e de parede celular, sendo mais facil seu isolamento e purificacdo. Além
disso tendem a apresentar maior produtividade, pois alguns EPS sao sintetizados
durante todo crescimento microbiano, enquanto outros sdo produzidos somente
durante a fase estacionaria (FREITAS; TORRES; REIS, 2017; SOUZA; GARCIA-
CRUZ, 2004).
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Parametros fermentativos como tempo de cultivo, fontes de carbono
e nitrogénio, pH e aeracdo sao importantes aspectos a serem avaliados durante a
producdo dos EPS, pois é através deles que propriedades e caracteristicas sao
determinadas. Nesse sentido, Cunha et al., (2012) avaliou a produgao de uma (1—6)-
B-D-glucana fungica (lasiodiplodana) sob os efeitos de diferentes fontes de carbono,
nitrogénio e meios de produgdo. Maiores rendimentos foram obtidos quando a
fermentacgao foi conduzida em frascos sob agitagéo (shaker), utilizando-se glucose e
extrato de levedura como fontes de carbono e nitrogénio, respectivamente.

Além disso, tais macromoléculas tém a possibilidade de serem
produzidas a partir de residuos agroindustriais como matéria-prima. Acosta et al.,
(2020) avaliaram pela primeira vez a producao de lasiodiplodana fungica, utilizando
melago de soja como matéria prima, no qual a Lasiodiplodia theobromae foi capaz de
assimilar os aglUcares do melago em 98,3%, com um rendimento de 0,01 g L.
Abdeshahian et al., (2020), estudaram a utilizagéo da palha de cana-de-agucar, uma
fonte alternativa, para a produgcdo de um EPS B-glucana fungica, gerando um

rendimento de 0,014 g L.

3.2 GLUCANAS

As B-glucanas sao polimeros de glucose encontradas nas paredes
celulares de microrganismos, como leveduras, bactérias e fungos, além de algas e
plantas, como aveia e cevada, ou ainda como exopolissacarideos (EPS). A
composicao polissacaridica da parede celular fungica tipica esta apresentada na
Figura 2. Apesar de serem compostas por apenas um tipo de monossacarideo, a
diversidade estrutural € vislumbrada pelas diferentes configuracbes (a ou B),

ramificagdes (ou linear) e tamanho das cadeias (KAGIMURA et al., 2015a).
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Figura 2- Representagao basica de uma parede fungica.
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Fonte: Adaptado de Geoghegan; Steinberg; Gurr, (2017)

As B-glucanas sao polissacarideos constituidos por unidades de D-
glucose, unidos por ligagdes beta-glicosidicas. Podem se diferenciar estruturalmente,
dependendo da fonte, na qual aquelas de origem vegetal encontram-se geralmente
sob a forma de cadeias lineares unidas por ligagdes glicosidicas (1—4) com algumas
ligagbes (1—3). Ja as obtidas de algas e bactérias comumente apresentam cadeias
lineares do tipo (1—3), enquanto as de origem fungica apresentam ligagdes do tipo
(1—3) com ramificagbes curtas em (1—6). Por fim, aquelas produzidas por leveduras
tendem a produzir ligagdes do tipo (1—3) com ramificagcbes mais longas em (1—6)
(MORENO-MENDIETA et al., 2017; VOLMAN; RAMAKERS; PLAT, 2008).

Além disso, diferenciam-se estruturalmente pelo tamanho das cadeias
poliméricas, lineares ou ramificadas, peso molecular e conformacgao estrutural (Unica
hélice, tripla hélice e hélice aleatdria). Tais diferencas estruturais influenciam
principalmente as propriedades fisico-quimicas e biologicas que essas
macromoléculas podem apresentar (HAN et al., 2022).

Destacam-se nos setores farmacéutico e biotecnolégico por atuarem
como modificadores de resposta biolégica (RIZZI et al.,, 2023; XIN et al., 2022),
apresentarem capacidade antioxidante e anti-idade (MA et al., 2022), antimicrobiana
(ZHANG et al., 2022a), antiviral (KRISHNAN; JANG; OH, 2022), antidiabética (GUO
et al., 2023; Ll et al., 2023b; ZANG et al., 2023), dentre varias outras.

Além disso, em estudo desenvolvido recentemente por Liao et al.,
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(2022), pesquisadores verificaram que uma [-glucana fungica (Aureobasidium
pullulans) foi eficiente contra um linfoma difuso de grandes células B, células SU-DHL-
8 (linfoma difuso de células B), in vitro e in vivo. Os resultados demonstraram que o
EPS aumentou a inibicdo da SU-DHL-8, teve efeitos antitumorais in vivo e melhorou
a resposta do sistema imunologico do hospedeiro.

As glucanas também sado largamente utilizadas nas industrias
alimenticias como espessantes, estabilizantes, emulsificantes e gelificantes (CUI et
al., 2023). Sarteshnizi et al., (2014) estudaram a formulagédo de salsicha prebidtica
contendo amido, B-glucana de aveia e amido resistente, avaliando as interagdes entre
tais macromoléculas na salsicha. No embutido, a $-glucana exerceu no que se refere
a padroes tecnoldégicos, efeitos positivos em relagao a dureza, cor e suculéncia. Atuam
como parabidticos (YUAN et al., 2023), podem ser utilizadas como aditivos em ragdes
(DOU et al., 2023; REIS et al., 2022) e também em vacinas para animais (HUO et al.,
2023).

3.2.1 Botriosferana (BOT)

A Dbotriosferana é uma (1—3)(1—6)-B-D-glucana extracelular,
conforme ilustrado na Figura 3, sintetizada pelo ascomiceto Botryosphaeria rhodina
(MAMB-05) quando cultivado em meio submerso enriquecido com glucose e sacarose
(BARBOSA et al., 2003; DE LOURDES CORRADI DA SILVA et al., 2005). Este
homopolissacarideo € composto exclusivamente por unidades de glucose, sendo suas
cadeias conectadas por ligagdes glicosidicas, onde a cadeia principal € unida por
ligacdes nas posigdes (1—3), e as ramificagdes ocorrem em (1—6). A botriosferana é
caracterizada como um polissacarideo ramificado, apresentando residuos de glucose
ou gentiobiose (B-D-glucopiranosil-(1—6)-3-D-glucopiranose) a cada
aproximadamente cinco unidades monossacaridicas da cadeia principal. As unidades
da cadeia principal contém trés regides potenciais para substituicdo, localizadas em
C-2, C-4 e C-6. Quando essas unidades sao ramificadas, os pontos disponiveis para
conexao sao C-2 e C-4, devido a ramificacdo presente na posicdao C-6. Essas
caracteristicas estruturais foram consideradas nos processos de modificacdo
investigados neste estudo.

Além de ser facilmente recuperada do caldo de cultivo, pelo processo
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de precipitacdo em etanol 95% (v/v), sua produgdo pode ser considerada mais
simples, econbmica, ambientalmente menos agressiva quando comparada com
processos de produgédo de polissacarideos intracelulares de origem microbiana e

vegetal, por exemplo.

Figura 3- Estrutura quimica da botriosferana, uma (1—3)(1—6)-B-D-glucana de
Botryosphaeria rhodina MAMB-05.
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Fonte Sacchelli et al., (2019)

Esta macromolécula vem se destacando por apresentar diversas
funcdes bioldgicas. Estudos destacaram que a botriosferana tem uma capacidade
significativa de reduzir tumores (GERALDELLI et al., 2020); reduzir a obesidade,
esteatose hepatica e dislipidemia (SILVA et al., 2018). Possui as seguintes atividades:
antimutagenicidade, antiaterogenicidade (MIRANDA-NANTES et al., 2011; SILVA-
SENA et al., 2018); atividade antioxidante (GIESE et al., 2015); imunomodulagao
(MALINI et al., 2015); hipoglicemia (antidiabético) e hipocolesterolemia (MIRANDA-
NANTES et al., 2011); e atividade antiproliferativa de cancer de mama (QUEIROZ et
al., 2015).

A botriosferana nativa € um polissacarideo neutro, cujas propriedades
bioldgicas, citadas acima, sao justificadas pelo sinergismo das caracteristicas
estruturais basicas (WANG et al., 2023), como a constituicdo da cadeia principal e das
cadeias ramificadas, o peso molecular e tipo de ligagcao (WANG et al., 2023).

Além disso, também é utilizada na pesquisa de fabricacdo de
biossensores para imobilizagdo de lacases (MATTOS et al.,, 2019) e para

determinacao eletroanalitica de ciclobenzaprina (SCREMIN et al., 2021).
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3.3 MODIFICACOES ESTRUTURAIS

Os polissacarideos por si s6é possuem uma propriedade tipica inerente
de polivaléncia, isso significa que possuem ao longo de sua cadeia diversos locais de
contato, que tem a capacidade de se conectar simultaneamente com alvos bioldgicos
(MUKHERJEE et al., 2022). Entretanto, polissacarideos naturais podem possuir
diversas limitagdes intrinsecas, como toxicidade, insolubilidade, alto peso molecular,
além da baixa bioatividade que nao compensa seu uso industrial e farmacéutico.
Dessa forma, processos semissintéticos como derivatizagdes quimicas e
modificagdes enzimaticas estdo sendo uma importante ferramenta a fim de contornar
tais questdes, visto que as propriedades bioldgicas estdo diretamente ligadas,
também, a estrutura molecular que os polissacarideos apresentam (LI; DAI; SHAH,
2017; MUKHERUJEE et al., 2022).

As modificagdes quimicas de polissacarideos ocorrem geralmente
nos grupos mais reativos presentes na molécula, como grupos hidroxila, carboxila e
amino, sendo que essa reatividade depende muito do tipo e condi¢cbes reacionais
(MUKHERJEE et al., 2022). Baseiam-se em reagdes de substituicdo, que comumente
envolvem a inclusdo de grupamentos iénicos como grupos sulfénicos (-SOzH) na
sulfatacao, carboximetilicos (-CH2COOH) na carboximetilagao, fosfénicos (-PO3H2) na
fosforilagcao, acetila (CH3CO-) na acetilagédo, grupos -SeO2H na selenizagdo e grupos
alquila (-CnH2n+1) na alquilagéo (JI et al., 2013; KAGIMURA et al., 2015a; LI et al.,

2016), conforme mostra a Figura 4.



27

Figura 4 - Representagao estrutural de 3-glucanas modificadas por: (a) sulfatagao, (b)
carboximetilagao, (c) fosforilagéo, (d) acetilagao, (e) selenizagao e (f) alquilagao.
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As principais atividades biolégicas reportadas na literatura, em
relacdo a sulfatacdo (Figura 4a) de polissacarideos, incluem as atividades
anticoagulante (VASCONCELOS; et al., 2013), antiviral (TONG et al., 2010) e
antimicrobiana (ZHANG et al., 2016). Ja em relagdo a carboximetilagao (Figura 4b)
tém sido descritos que tal derivatizagdo quimica contribui para o aumento da
solubilidade e potencializagdo da atividade antioxidante (KAGIMURA et al., 2015b;
WANG et al., 2016). A fosforilagdo (Figura 4c) contribui para a potencializagdo da
capacidade antitumoral, aumento da solubilidade e atividade antioxidante (DENG et
al., 2015; YE et al., 2013). A modificacao por acetilagdo (Figura 4d) tem a capacidade
de melhorar a atuagao antioxidante de alguns polissacarideos (SONG et al., 2013). A
selenizagao (Figura 4e) auxilia na melhora da atividade imunoldgica (QIN et al., 2013)
e a alquilacao (Figura 4f) demonstra potencializar atividades antimicrobianas (XIE et
al., 2002).

Vale ressaltar que existem polissacarideos naturalmente
derivatizados, dos quais os organismos marinhos, como as algas, sao as principais

fontes. Aluta et al., (2023) avaliaram um polissacarideo naturalmente sulfatado,
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extraido da alga marinha Centroceras clavulatum (CCSP). Tais autores verificaram a
composi¢do quimica da macromolécula, na qual a sulfatagdo mostrou-se
predominante em C-4 da galactose.Também avaliaram a capacidade antioxidante,
que se mostrou dose-dependente, e ainda apresentou efeito imunoestimulatério,
podendo ter aplicagdes nutracéuticas. Rodrigues-Souza et al., (2022) avaliaram uma
heterofucana naturalmente sulfatada, proveniente da alga marrom Spatoglossum
schréederi, e uma galactana sulfatada extraida da alga verde Codium isthomocladum.
Os resultados apontaram que ambas as macromoléculas sulfatadas n&o eram
genotodxicas, apresentando redugédo de danos ao DNA e atividade antioxidante.

Além disso, existem também as modificagdes enzimaticas (por meio
das sulfotransferases) e as fisicas (LI et al., 2016).

Em estudo in vivo com camundongos, Baert et al., (2023),
identificaram uma superpopulacido celular associada ao fator de sobrevivéncia do
mieloma multiplo (MM). Tais autores descobriram que uma sulfatacao realizada por
uma sulfotransferase (HS3ST3a1) em SDC-1 (Sindecan), a qual adiciona um residuo
de sulfato na posigéo 3 no residuo de glucosamina, modula o comportamento do MM,
controlando dessa forma, a sua resisténcia aos medicamentos.

Ja no caso das modificacdes fisicas, tais alteragcdes ndo inserem
grupamentos na estrutura primaria da macromolécula, no caso podem até remover,
mas ainda assim, em alguns casos, influenciam grandemente nas bioatividades que
a macromolécula pode apresentar. Tais modificagbes atuam principalmente na
degradagdo do polissacarideo, com alta especificidade e poucas reagdes
secundarias, gerando produtos com massas moleculares uniformes, peso molecular
e viscosidade reduzidas. Alguns exemplos de métodos de modificagdes fisicas sao

com utilizacao do ultrassom, radiacao e exposigcao por micro-ondas (LI et al., 2016).

3.3.1 Sulfatacao

Polissacarideos sulfatados podem ser naturalmente encontrados
como componente de parede celular de algas marinhas, ou obtidos por reacdes de
derivatizacdo quimica (KRICHEN et al., 2015; PEASURA et al., 2015; SUN et al.,
2016). A sulfatacao consiste em uma substituicdo nucleofilica nos grupos hidroxila por
grupamentos sulfénicos (-SO3H) e tem sido realizada em diversos tipos de
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polissacarideos como glucanas, pectinas e quitosanas (LI; DAI; SHAH, 2017; WANG
et al., 2015b).

Existem diversos métodos para derivatizagao quimica por sulfatacao,
sendo os mais comuns os métodos do acido clorossulfénico-piridina, do acido sulfurico
e do trioxido de enxofre-piridina (SO3-Py). Tais métodos ainda podem ser separados
em reagdes de sulfatagao aleatorias, sulfatagéo regiosseletiva e reagbes com insergéo
regiosseletiva de grupos sulfato através de varias etapas (BEDINI et al., 2017).

Na sulfatagdo utiliza-se um solvente organico e um agente sulfatante,
sendo empregados como agentes sulfatantes o acido sulfurico, trioxido de enxofre-
piridina, acido clorossulfénico-piridina ou trioxido de enxofre-dimetilacetamida e
dimetilsulfoxido (DMSO), a dimetilformamida e a formamida tém sido utilizadas como
solventes (LU et al., 2008). Ja a eficiéncia da reagéo, ou seja, o numero de hidroxilas
do polissacarideo substituidas por grupos sulfénicos, é avaliada pelo grau de
substituicdo (DS), o qual é influenciado principalmente por parametros como
temperatura, tempo de reagado, concentragdo do agente derivatizante e proporgao
entre agente sulfatante e solvente organico (LI; DAI; SHAH, 2017; LU et al., 2008).

A sulfatacdo comumente é feita pela solubilizagdo ou suspensao do
polissacarideo em DMSO, formamida ou dimetilformamida, sendo adicionado na
sequéncia o catalisador, geralmente piridina, e entdo, o agente sulfatante. O
catalisador e o agente sulfatante podem ser adicionados separadamente ou em
conjunto, formando um complexo catalisador-agente sulfatante (VASCONCELOS et
al., 2013; ZHANG et al., 2011). A reacao € entao neutralizada, com bicarbonato de
sodio ou hidroxido de sodio e a mistura reacional € submetida a intensa dialise para
pré-purificacao e selegao de massa molecular desejada (LI; DAI; SHAH, 2017).

O grau de substituicdo (DS), que representa o numero de sitios
(grupos hidroxila ou amino) substituidos por unidade de monémero do polimero
sulfatado, € avaliado pela determinagcdo do conteudo de enxofre inserido na
macromolécula, sendo comumente empregado o método cloreto de bario-gelatina ou
avaliacao instrumental por analise elementar (VASCONCELOS et al., 2013; WAN-
MOHTAR et al., 2016).



30

3.3.1.1 Reacgdes de sulfatagéo regiosseletiva

Reacbes de sulfatagcdo regiosseletivas sdo aquelas que podem ou
nao depender apenas da estrutura intrinseca do polissacarideo, como impedimento
estérico e estrutura conformacional. O polissacarideo pode apresentar posicoes
preferidas para sulfatagdo, ou seja, sitios mais acessiveis para a substituicdo. Nao
necessariamente utilizam reagentes de protecao e desprotecédo (BEDINI et al., 2017).

Sahraneshin-Samani et al., (2022) sintetizaram uma quitosana 6-O-
sulfatada via modificagao regiosseletiva. O agente sulfatante utilizado foi uma mistura
de acido sulfurico com acido clorossulfénico. A unidade de glucosamina da estrutura
quimica da quitosana possui trés posi¢des disponiveis para sulfatagdo, um grupo
amina, na posigao 2, e dois grupos hidroxila nos carbonos 3 e 6 do anel; por essa
razao, e pela quitosana ser um polimero linear, a posi¢cao no C-6 € mais disponivel
para ocorrer a sulfatagcao, por ser um alcool primario mais exposto.

Yuan et al., (2009) sulfataram regiosseletivamente uma quitosana a
fim de investigar o possivel mecanismo entre a lisozima (enzima) e as quitosanas
sulfatadas. Tais autores obtiveram trés quitosanas: 6-O-sulfatada (C6S), 2-N-6-O-
sulfatada (C26S) e 3,6-O-sulfatada (C36S). Para a primeira amostra (C6S), foi
utilizada uma mistura de acido sulfurico e acido clorossulfénico para sulfatagao, ja na
amostra C26S foi adicionado carbonato de sddio e complexo SO3-Py, para a amostra
C36S foi utilizado o agente sulfatante que consistia na mistura reacional entre o acido
clorossulfénico e DMF. Foi observado que os grupos 6-O-sulfato sao os responsaveis
pela alta afinidade e interagédo especifica entre a quitosana sulfatada com a lisozima.

A botriosferana, o polissacarideo explorado neste estudo, apresenta
uma ligacao glicosidica em B-(1—3), onde os grupos hidroxila primarios na posi¢ao C-
6 sdo 0s mais acessiveis para a sulfatacdo do que os grupos OH secundarios nas
posicoes 2 e 4 (DEKKER et al., 2019). Isso se deve a existéncia do impedimento
estérico em torno das hidroxilas secundarias, que as torna menos reativas para as
substituicdes. Além disso, a botriosferana, por ser ramificada com ligacbées em [3-
(1-6), tem um numero reduzido de grupos OH primarios disponiveis para sulfatacao
na cadeia principal (DEKKER et al., 2019). No entanto, devido a adicdo de mais
monossacarideos na ramificacado, a unidade sempre oferece uma hidroxila em posic¢ao
C-6 para substituicao, garantindo assim a mesma propor¢ao de OH primarias em C-
6, com a diferenga de agora estar em ramificagdes.
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3.3.1.2 Reacgdes de dessulfatacao regiosseletiva

Nas reagdes de dessulfatacdo regiosseletiva ocorre a clivagem
seletiva de grupos sulfato. Podem permitir a preparacao de polissacarideos com o
padrao oposto de sulfatacdo —isto €, um alcool primario livre e secundarios sulfatados
— em relagdo aqueles geralmente alcangaveis por sulfatagdo quimica regiosseletiva
(BEDINI et al., 2017). Tais reagdes de dessulfatacdo podem ser aplicadas para
melhorar, por exemplo, atividades biolégicas especificas em determinadas amostras,
que requerem um menor grau de substituicio.

Han et al.,, (2018) avaliaram a dessulfatacdo de um sulfato de
condroitina, polissacarideo encontrado em vertebrados e invertebrados, em estudo
oriundo de suinos. Os grupos sulfato foram removidos seletivamente da posi¢ao C-4
(4-0O-S) da N-acetilgalactosamina (GalNAc) pelo método DMSO-MeOH, e o sulfato na
posicdo C-6 (6-O-S) também presente na GalNAc, foi removido pelo método da N-
metil-N-(trimetilsilil)trifluoroacetamida.

Kolender; Matulewicz, (2004) desenvolveram um método de
dessulfatagédo utilizando clorometilsilano (CTMS) para galactanas e carregenanas.
Neste estudo foram feitos varios testes, visando além do baixo teor de sulfato, alta

recuperacao e baixa degradagao.

3.3.1.3 Reacgbes com insergao regiosseletiva de grupos sulfato multietapas

As reagdes com insergao regiosseletiva de grupos sulfato em etapas
sdo baseadas em estratégias de protecao-sulfatagao-desprotecédo. Ou seja, as etapas
além da reacdo de sulfatagdo, podem ser destinadas ou a proteger algumas das
hidroxilas para permitir um maior controle na regiosseletividade do padrao de
sulfatagdo do polissacarideo, ou ainda para converter as porgdes alcodlicas do
polissacarideo em grupos mais lipofilicos (BEDINI et al., 2017).

A seletividade dessas ligacdes ¢é influenciada por muitos fatores como
os grupos de saida, solventes, sistemas de ativagao, aditivos, e principalmente nesse
tipo de reacdo, os grupos protetores. Tais grupos servem para mascarar
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temporariamente um grupo funcional que n&o sobreviveria aos reagentes e ao
ambiente quimico, ou ainda protegem durante determinada etapa um local na
estrutura da molécula. Além disso, conferem outros efeitos, podendo aumentar ou
diminuir a reatividade da molécula, participando ou ndo das reacdes e alterando dessa
forma os seus efeitos estereoquimicos (GUO; YE, 2010).

Zhang et al., (2020) sulfataram por este método uma B-glucana
oriunda de um cogumelo, chamado Ganoderma lucidum, muito popular na medicina
tradicional asiatica. Tais autores, a fim de aumentar a solubilidade e as atividades
bioloégicas deste polissacarideo, neste caso a atividade anticoagulante, utilizaram
cloreto de 4,4'-dimetoxitritilo (DMT-CI) e hexametildissilazano (HMDS) como grupos
protetores, para produzir amostras sulfatadas nas regides C-2/C-4 e C-6,
respectivamente. Como agentes sulfatantes utilizaram o método do complexo SO3-Py
para ambas as sinteses.

Zhang et al., (2010) avaliaram a sulfatacéo regiosseletiva multietapas
em uma porfirana, polissacarideo extraido da alga vermelha Porphyra haitanensis.
Como grupo protetor utilizaram o DMT-CI (cloreto de 4,4'-dimetoxitritil) e como agente
sulfatante SO3-DMF. Como produtos reacionais, tais autores obtiveram um porfirana
6-O-sulfatado. Em outra rota sintética, grupos hidroxila primarios foram protegidos
com DMT-CI, mas utilizaram como agente sulfatante o HCISO3 (acido clorossulfnico),
gerando como produto um porfirana 2,2’,4-O-sulfatado. Em relagao as bioatividades
testadas neste estudo, o derivado 6-O-sulfatado apresentou melhor atividade
antioxidante, enquanto o derivado 2,2’,4-O-sulfatado apresentou melhores resultados

para a atividade anticoagulante.

3.4 ATIVIDADES BIOLOGICAS RELACIONADAS A SULFATAGCAO

A sulfatacdo tem sido amplamente utilizada para potencializar
propriedades biologicas, principalmente as propriedades anticoagulante, antiviral,
antitrombdética e antimicrobiana (VASCONCELOS; et al., 2013; ZHANG et al., 2016).

Buddana; Varanasi; Shetty, (2015) analisaram as atividades
biolégicas de uma a-(1—3)-glucana extraida de Streptococcus mutans e derivatizada
por sulfatacdo. Os autores verificaram que a amostra derivatizada com DS de 1,19

apresentou aumento nas atividades biolégicas, incluindo maior efeito antimicrobiano
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frente a bactérias Gram negativas como Pseudomonas aeruginosa MTCC 6458,
Stenotrophomonas mutans MTCC 497 e Escherichia coli MTCC 1680. Além disso,
também verificaram atividade anti-inflamatoria e fibrinolitica na glucana sulfatada.

Li; Shah, (2014) avaliaram os efeitos antimicrobianos e antioxidantes
de polissacarideos obtidos de Streptococcus thermophilus e Pleurotus eryngii apos
sulfatacdo, com DS de 0,31 e 0,69, respectivamente. Tais autores reportaram que a
sulfatagdo potencializou a atividade antioxidante, a qual foi avaliada por diferentes
protocolos (DPPH, superdxido, radical hidroxila e FRAP). Similarmente, apds a
sulfatacdo os polissacarideos demonstraram atividade inibitéria contra Escherichia
coli, Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes.

Vasconcelos et al., (2013) modificaram quimicamente por sulfatagéao
uma (1—6)-B-D-glucana, produzida pelo fungo Lasiodiplodia theobromae MMRL. Os
autores obtiveram um derivado com DS de 0,95 e verificaram que o polissacarideo
exibiu atividade anticoagulante.

Liang et al., (2018) descreveram um polissacarideo sulfatado com
caracteristicas anticoagulantes similares as das heparinas, atuando através de cargas
negativas de grupos sulfato, que neutralizam os residuos de aminoacidos carregados
positivamente por ligacbes eletrostaticas a antitrombina, melhorando assim a
atividade anticoagulante.

Sun et al., (2009) estudaram a atividade antitumoral apés sulfatar a
glucana ((1—3)-B-D-glucana) extraida de corpos de frutificacdo do basidiomiceto
Russula virescens. Tais autores descreveram que todos os derivados sulfatados (um
total de cinco derivados) exibiram atividade antitumoral aprimorada contra Sarcoma
180. Além disso, este estudo revelou que os derivados apresentaram toxicidade
menor que o 5-Fluorouracil (agente anticancerigeno conhecido), atuando apenas nas
células doentes e ndo nas células saudaveis, estimulando assim o mecanismo de
resposta imune do organismo. Como descrito por Shi, (2016) os polissacarideos
atuam ativando o sistema imunoldgico de um organismo, ou seja, promovendo a
maturacgao, diferenciacdo e reproducao de trés tipos de células: os linfocitos,
macrofagos e as células NK (Natural Killer), porém, o mecanismo de acao da atividade

antitumoral por estas células ainda nao esta completamente esclarecido.
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3.4.1 Herpesvirus

Atualmente, existem oito tipos de herpesvirus que afetam o ser
humano (ORTEGA, 2019). Os virus herpes simplex tipo 1 e 2 (HSV-1 e HSV-2)
pertencem a familia Herpesviridae, os quais constituem-se por virus de DNA. Tais
virus sdo considerados dentre os mais comuns e endémicos do mundo, causando
lesdes faciais e genitais (HANTZ; ALAIN, 2018). Segundo a OMS, estima-se que em
2016 quase 4 bilhdes de pessoas possuiam a infeccdo por virus Herpes simplex ao
redor do mundo, sendo 3,7 bilhées com HSV-1 e 491 milhdes com HSV-2 (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2022).

Apesar da infecgdo por herpes virus ndao possuir cura, pode ser
controlada com antivirais especificos. Atualmente existem farmacos anti-herpéticos
aprovados pela FDA (Food and Drug Administration, EUA), sendo o aciclovir, o de
referéncia e juntamente com seus analogos, valaciclovir e fanciclovir, os quais atuam
inibindo a replicacdo do DNA viral (ORTEGA, 2019). Além disso, ha diversos estudos
recentes em relacdo ao desenvolvimento de vacinas contra o herpes que apresentam
resultados promissores. No entanto, essas pesquisas ainda ndo foram concluidas e
nao chegaram ao estagio de finalizagao para comercializagao.

Como receptores primarios, os herpesvirus utilizam moléculas que
apresentam grupos sulfato em sua estrutura, como por exemplo, os
glicosaminoglicanos sulfatados (GAGs) — heparan sulfato (HS). O HS € um copolimero
linear carregado negativamente, composto de acido urbnico e aminoacgucar
sulfatados. Dessa forma, os grupos sulfato interagem com a superficie do virion por
interagdes eletrostaticas através dos residuos basicos presentes na glicoproteina C
(Figura 5a). Isso permite que a glicoproteina C do virus se ligue a célula hospedeira,
desencadeando a fusao do envelope viral do HSV com a membrana plasmatica. Essa
fusao possibilita que o capsideo e as proteinas do tegumento viral sejam liberadas no
citoplasma (O’'DONNELL et al., 2010).

Portanto, a inibicdo da adsor¢cdo ou entrada do virus nas células
hospedeiras € um meio eficaz de prevenir a infeccdo viral. Como descrito
anteriormente, a glicoproteina C, presente em HSV, apresenta em sua superficie
residuos de grupos de aminoacidos basicos, que fornecem cargas positivas. Essas
cargas positivas facilitam a forte interacao eletrostatica com os GAGs extracelulares
da célula hospedeira, pelos grupos funcionais sulfatados (que fornecem cargas
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negativas). Quando produtos como os polissacarideos sulfatados (PS), que possuem
em sua estrutura também esses grupos sulfato, sdo utilizados como antivirais, o
acoplamento eletrostatico entre o sitio de ligagdo da glicoproteina C é feito com os
sulfatos presentes no composto, dessa forma a infec¢do viral € bloqueada (Figura 5b)
(O'DONNELL et al., 2010). Todavia, outros mecanismos podem participar na inibigéo

da infecgao viral.

Figura 5- Representagcdo esquematica da (a) interacéo eletrostatica entre heparan
sulfato (HS) da célula hospedeira e a glicoproteina C viral (gC), e (b) intera¢des entre
os grupos sulfato do polissacarideo sulfatado (PS) e a glicoproteina C viral (gC).
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Fonte: Adaptado de Castillo-Macias; Salinas-Carmona; Torres-Lopez, (2018)

Murry et al., (2014) avaliaram os inibidores quimicos via sulfatagao
contra o HIV-1. Neste estudo, os autores verificaram que esses tipos de inibidores
bloqueiam eficientemente a iniciacdo da transcricdo do virus, durante a reativacao da
laténcia.

Estudos desenvolvidos por Zhu et al., (2006), demonstraram a
avaliacao anti-herpética (HSV-1) frente a cepas sensiveis e resistentes ao aciclovir de
um polissacarideo sulfatado extraido da alga marrom Sargassum patens Agardh
(Sargassaceae). Tais autores verificaram apenas a atividade virucida contra as cepas
sensiveis ao aciclovir, no qual o modo de acao antiviral observado foi a inibicao da
ligacao do virus as células hospedeiras.

Lopes et al., (2017) avaliaram a atividade anti-herpética de ulvanas,
heteroglicanos quimicamente sulfatados, extraidos de algas verdes (Enteromorpha
compressa). Apenas uma das amostras extraidas e sulfatadas (22%) apresentou
atividade satisfatéria com alto indice de seletividade. Como mecanismo de acgao, tais
autores apontaram que esta amostra atuou fortemente na inibicdo e transcricado do

DNA com regulacao negativa da sintese de proteinas.

3.4.2 Dengue

Segundo a Organizagcao Mundial da Saude (OMS), uma das doengas
virais com maior letalidade atualmente e uma das de maior disseminagdo no mundo
€ a dengue (SWAMINATHAN; KHANNA, 2019). A dengue é classificada como uma
arbovirose, ou seja, sdo doengas cujos virus sado transmitidos pela picada de
artropodes infectados, como mosquitos. Seu virus, que pertence a familia Flaviviridae
e género Flavivirus, é do tipo envelopado e de RNA, sendo classificado em quatro
sorotipos (DENV-1, DENV-2, DENV-3, DENV-4). Em 2013 foi proposto um novo
sorotipo, DENV-5, identificado na Malasia (JING; WANG, 2019).

A dengue tem como seu principal vetor de transmissdo o mosquito
Aedes aegypti. Entretanto, existem atualmente 13 subespécies que possuem essa
capacidade de transmissao, como é o caso do Aedes albopictus, também conhecido

como mosquito-tigre-asiatico, o qual também foi responsavel por causar grandes
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surtos mundiais (JING; WANG, 2019).

Em consequéncia desta disseminagcdo rapida, a dengue ¢é
considerada hoje uma endemia, a qual atinge principalmente paises de regides
tropicais e subtropicais, como nas Américas, Asia e Pacifico Ocidental (DIGHE et al.,
2019). Nosso pais infelizmente contribui com o maior numero de casos de dengue das
Américas (LUPPE et al., 2019). Além disso, a india, por ser um pais em
desenvolvimento e o segundo mais populoso do mundo, enfrenta um alto risco de
contaminagdo por dengue (SWAMINATHAN; KHANNA, 2019). Mesmo sendo
majoritariamente sintomatica, a dengue pode evoluir para febre hemorragica (FHD)
ou sindrome do choque da dengue (SCD), podendo levar a morte (SWAMINATHAN;
KHANNA, 2019).

A infecgdo com um sorotipo da dengue resulta em uma imunidade de
longo prazo contra esse especifico sorotipo, mas apenas imunidade de curta duragéo
contra os outros sorotipos (ANGELIN et al., 2023). Uma segunda infec¢ao por dengue
caracteriza um maior fator de risco para a evolugéo a doenga grave, entretanto esse
risco ndo ocorre para infecgdes subsequentes. Segundo Guzman; Alvarez; Halstead,
(2013), isso ocorre devido ao fato do aumento dependente de anticorpos (ADE), onde
individuos com, por exemplo, mais de um ano com infecgdes primarias, possuem
anticorpos de reagao cruzada, os quais formam complexos imunes, ou seja, em vez
de neutralizarem o virus, formam complexos que favorecem a infec¢ao, especialmente
em células de defesa. Esse mecanismo aumenta a replicagao viral e causa aumento
da quantidade de virus no sangue (viremia) e assim, uma doenca mais grave. Dessa
forma, qualquer candidato a vacina deve levar isso em consideragdo e
preferencialmente induzir a imunidade de longo prazo contra todos os sorotipos da
dengue.

Apesar de existirem vacinas contra alguns sorotipos da dengue, como
€ o caso da Dengvaxia e TAK-003 (QDenga), estas ainda apresentam limitagdes e
restricdes quanto a sua aplicacdo (HALSTEAD; DANS, 2019). Dengvaxia incorpora
os genes estruturais de quatro sorotipos de dengue (1, 2, 3 € 4) no genoma do virus
da febre amarela. Entretanto, em 2016, érgados como SAGE (Strategic Advisory Group
of Experts, Genebra, Suica), GACVS (Global Advisory Committee on Vaccine Safety)
e o Grupo de Trabalho de Vacinas contra a Dengue da OMS, passaram a recomendar
a vacina apenas para criangas acima de 9 anos de idade, em paises que considerem

a vacinacao como parte de seu controle viral, e apenas em pessoas que apresentam
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evidéncias (testes clinicos) de uma infeccdo passada (HALSTEAD; DANS, 2019). A
vacina TAK-003 ou QDenga foi aprovada para utilizagdo no Brasil em margo de 2023
pela Anvisa (MINISTERIO DA SAUDE, 2023). Essa vacina é produzida pela empresa
Takeda Pharma Ltda., € do tipo virus atenuado e é indicada para prevencédo de
dengue causada pelos 4 sorotipos (1, 2, 3 e 4) do virus da dengue em individuos de
4 a 60 anos de idade, a qual deve ser administrada em duas doses, com intervalo de
3 meses. E contraindicada para pacientes imunocomprometidos, mulheres gravidas e
lactantes. Na avaliagéo da vacina, foi observada uma eficacia geral de 80,2% contra
a dengue causada pelos sorotipos combinados em questdo (ANGELIN et al., 2023).

Em relagao a estrutura do virus da dengue, o genoma do DENV é de
fita simples de RNA que codifica trés proteinas estruturais, o capsideo (C), a proteina
de membrana (M) e a glicoproteina de envelope (E), além de sete proteinas nao
estruturais (NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b e NS5). Durante a infecgéo viral, a
glicoproteina E contribui para a adsor¢do do virus aos receptores celulares e/ou
fatores de ligacao presentes na membrana da célula hospedeira, seguida da fusao da
membrana virus-hospedeiro (HIDARI et al., 2012; MODHIRAN et al., 2019).

A infecgdo viral pelo dengue virus ocorre de maneira semelhante
como citado anteriormente para o HSV, inclusive o bloqueio da infec¢ao pelos grupos
sulfato de polissacarideos ocorre de modo similar.

A entrada do DENV na célula é impulsionada pelas interagbes
eletrostaticas entre os grupos sulfato (HS), presentes na superficie da célula
hospedeira e as glicoproteinas E (gE), carregadas positivamente e presentes na
superficie do virion. Isso permite que a gE do virus se ligue a célula hospedeira,
desencadeando a fusao do envelope viral do DENV com a membrana plasmatica
(HIDARI et al., 2012; MODHIRAN et al., 2019).

Estudos desenvolvidos por Tong et al., (2010) avaliaram a atividade
antiviral de uma a-D-glucana sulfatada frente a infeccédo do virus do dengue sorotipo
2 (DENV-2), incluindo a infecgao inicial e a replicacao intracelular. Os resultados
revelaram que a glucana sulfatada exerceu efeito inibitério potente sobre o DENV-2,
através da interferéncia na interacao do virus com as células alvo.

Sousa et al., (2022) avaliaram a eficacia de uma (1-6,1-3)-B-D-
glucana, isolada de corpos frutiferos do cogumelo Agaricus subrufescens, frente ao
DENV e ao Zika virus (ZIKV). Neste estudo, os autores também derivatizaram a
glucana por sulfatacao, aplicando o método acido clorossulfénico—piridina, gerando
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uma amostra sulfatada nas posi¢cdes C-4 e C-6. O derivado sulfatado inibiu
significativamente a replicagdo do DENV-2 e ZIKV, quando adicionado
simultaneamente com infecgao, indicando que o0 mecanismo de agao € do tipo inibicao
de entrada viral.

Muschin et al., (2016) avaliaram diversas galactomananas sulfatadas,
com diferentes graus de substituicdo (0,7-1,4), frente a atividade anticoagulante, anti-
HIV e anti-DENV. Tais resultados demonstraram que estas moléculas apresentaram
atividade anticoagulante moderada a alta (13,4 - 36,6 unidades/mg), altas atividades
anti-HIV (0,04 - 0,8 yg mL™") e anti-DENV (0,2 - 1,1 ug mL™"), e baixa citotoxicidade.
Neste estudo, também foi verificado que as galactomananas sulfatadas apresentaram
forte interacao eletrostatica dos grupos sulfato com os grupos amino presentes nas
proteinas de superficie do virus.

Para viabilizar o uso desses polissacarideos sulfatados como
medicamentos ou em aplicagdes em seres humanos, € necessario conduzir estudos
qgue otimizem suas propriedades fisico-quimicas. Isso inclui investigagdes para reduzir
0 peso molecular, bem como avaliar a farmacodinamica e a farmacocinética das
amostras. Essas analises sao fundamentais para tornar esses compostos mais
praticos e seguros para possiveis aplicagbes terapéuticas. Além disso, a sua
incorporagao em formas farmacéuticas apropriadas e o estudo destas formulages é

um passo crucial para o seu uso como medicamentos antivirais.

3.5 HIDROGEIS

Nos Uultimos anos, a industria farmacéutica e medicinal vem
desenvolvendo pesquisas em materiais que auxiliam no processo de tratamento e/ou
cura de doengas. A pesquisa nessa area vem recebendo grande atencao, para
solucionar problemas de entrega de farmacos no organismo, prospecgao de novos
materiais, melhora na aplicagdo de produtos, ou ainda torna-los mais acessiveis.

Alguns exemplos de materiais em foco nessa area sao as
nanoparticulas, polimeros e hidrogéis. Os hidrogéis sdo materiais a base de agua
estruturados por uma rede tridimensional, constituida por ligagdes covalentes ou nao
covalentes (BECHER; ORNELAS, 2017).
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3.5.1 Laponita

A Laponita, com composigao Nao.7[(Mgs.sLio.4)SisO20(OH)s], € uma
argila sintética que pertence ao grupo esmectita de filossilicatos, com férmula quimica
bem definida em comparagéo com argilas naturais, a qual forma dispersdes coloidais
transparentes. Os cristais de Laponita se encontram na forma de discos com
diametros em torno de 25 nm e espessura de 0,92 nm, 2,53 g/cm?® de densidade, e
podem ser estimados 5,2x10"7 discos/g de Laponita (TOMAS; ALVES; RODRIGUES,
2018; XU; ERDEM; EISER, 2018) (Figura 6a).

Tem se tornado um excelente material funcional para uso
biotecnoldgico pois sua superficie apresenta grupos funcionais (como grupos hidroxila
e silanol) os quais tornam as superficies planas carregadas negativamente e as
bordas carregadas positivamente, levando este material a apresentar uma alta
capacidade de troca catidnica, capacidade de formar dispersdes aquosas, aumento
na solubilidade de compostos e controle na liberagcdo destes, além de possuir uma
excelente estabilidade (XIAO et al., 2016; XU; ERDEM; EISER, 2018).
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Figura 6- Representacdo do (a) cristal de Laponita e sua dimensé&o (b) da estrutura
com seus respectivos atomos; (c) formacao de “camadas/pilhas” dos cristais e (d) da
formacao do “House of Cards”.
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Fonte: Adaptado de (TOMAS; ALVES; RODRIGUES, 2018)

De modo a entender a estrutura da Laponita, quando em poé as
suas particulas sdo encontradas dentro de estruturas em formas de pilhas onde ions
de sodio ocupam as galerias intercalares para neutralizar a carga superficial negativa
(SHAHIN; JOSHI, 2010). Ja em meio aquoso, os ions de sodio se dissociam (Figura
6b), e as faces dos discos adquirem uma carga liquida negativa, devido a presenca
dos oxigénios da estrutura. Tais cargas podem ser equilibradas pelas moléculas de
agua do ambiente circundante (pode ainda absorver, por ser uma argila de expanséo),
ou ainda pelos reagentes utilizados na preparacao do hidrogel (poliacrilato, utilizado

neste estudo), resultando em interacbes eletrostaticas entre estes componentes, e
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levando a formagao de “camadas/pilhas” de cristais (Figura 6c¢). Por outro lado, as
bordas dos discos de Laponita sdo compostas por 6xidos hidratados de Mg-OH e Si-
OH, os quais podem ser protonados em pH reduzido, gerando uma carga positiva na
borda (-OH2"), que podem interagir com o poliacrilato na preparagao do hidrogel deste
estudo (SHAHIN; JOSHI, 2010; TOMAS; ALVES; RODRIGUES, 2018). Além disso,
em um nanodisco, o numero de cargas positivas das bordas é cerca de 10% o numero
de cargas negativas das faces, que acaba gerando uma rede global negativa de
cargas (BECHER et al., 2019).

Quando as bordas carregadas positivamente dos discos de Laponita
interagem com cargas negativas de outros cristais, ocorre o que a literatura chama de
efeito “House of Cards” para dar origem a uma fase sdlida-mole ou gel de
automontagem (Figura 6d). Essas dispersdes de Laponita podem levar a formagao de
diferentes estados, como o ordenado e o desordenado (BECHER et al., 2019).

E importante ressaltar que a Laponita por si sé é capaz de formar tais
dispersbes coloidais, ou seja, ela é capaz de ser um agente formador de gel.
Entretanto, existem parametros que podem influenciar o processo de preparacao
dessas dispersdes, como a filtragem da amostra, pH, concentragdo, atmosfera
controlada, umidade no po, e presenca ou ndo de adicdo de sais e de polimeros
(CUMMINS, 2007). Com a adigao de polimeros, como por exemplo o poliacrilato de
sodio utilizado neste trabalho, as suspensdes de Laponita aumentam a capacidade
de gelificagdo e a sua viscosidade, além disso, afetam também propriedades como o
envelhecimento cinético (CUMMINS, 2007). Esse envelhecimento cinético é a
transicdo liquido-sdlido, e a mudanga das propriedades fisicas do sistema ao longo
de um periodo de tempo, ou seja, a medida que o tempo passa, a viscosidade do
sistema aumenta, e a mobilidade das particulas diminui (JABBARI-FAROUJI et al.,
2008).

Quando os poliacrilatos s&o adicionados a dispersdées de Laponita,
acelera-se o processo de formagao do gel a partir da mesma dispersao de Laponita.
Os polimeros anidnicos tém uma forte afinidade por interacdes eletrostaticas com as
cargas presentes na superficie das particulas de argila, o que amplifica a repulséo
elétrica entre essas camadas (CUMMINS, 2007).

O gel de Laponita ndo apresenta citotoxicidade (MAGALHAES et al.,
2022) e se degrada lentamente em componentes nao téxicos em pH inferior a 7,0
(Na*, Mg?*, Li* e Si(OH)4), portanto é considerado biodegradavel (BECHER et al.,
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2019). E importante citar que a Laponita apresenta um pH de 8,5, quando disperso
(2% p/v) em agua, entretanto, quando necessario para aplicagdes cosméticas ou
farmacéuticas, esse parametro € ajustado (DAS et al., 2019).

Como dito anteriormente, a Laponita vem sendo utilizada cada vez
mais nos ultimos anos como um biomaterial promissor. Magalhdes et al., (2022)
produziram um hidrogel nanocompdsito utilizando Laponita e polietilenoglicol
diacrilato para regeneracdo de tecido Osseo. Neste estudo, os pesquisadores
verificaram que o hidrogel tinha capacidade de regenerar ossos em modelo in vivo de
defeito 6sseo de tibias de ratas osteopénicas, além da formagdo de osso
intramembranoso no calo mole em mais de 66,7% dos animais.

Suterio et al.,, (2022) desenvolveram um hidrogel de Laponita
contendo o medicamento sinvastatina para tratamento tépico de melanoma. Tais
autores verificaram boa permeacao, estabilidade e viscosidade, além de atividades
antimicrobianas e antitumorais que demonstraram que o hidrogel desenvolvido
acrescido do medicamento foi efetivo para o tratamento tépico de melanoma.

Gu et al., (2023) estudaram para aplicagdo em medicina regenerativa
um hidrogel composto de Laponita e poli(N-vinil pirrolidona)-b-poli(D,L-alanina) (PVP-
PA) nao termogelavel. Neste estudo, o sistema de nanocompdésito bioativo e funcional
mostrou-se promissor para a homeostasia rapida de feridas e reparo acelerado de
feridas em tecidos, evitando assim infecgdes.

Na industria cosmética, a empresa ECKART® desenvolveu uma
Laponita prépria para utilizacdo em formulagbes cosméticas, a chamada LAPONITE-
XLG XR (ALTANA, 2021). Segundo a descricdo do fabricante, sao capazes de
construirem géis fortes e transparentes, capazes de manter particulas, pigmentos e
principios ativos em suspensdo. Além disso, ainda podem ser utilizados como sprays
e pulverizagao de aerossois para melhorar a espalhabilidade de determinados cremes
e logdes, conferindo uma textura leve e ndo pegajosa para os produtos de higiene
(ALTANA, 2021).

3.5.2 LECIGEL ®

O LECIGEL® ¢é um copolimero de acrilato de sédio constituido de

lecitina, um fosfolipidio, que combina as propriedades emulsificantes da lecitina, e as
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propriedades de espessamento e texturizagdo de um polimero (LUCAS MEYER
COSMETICS, 2023). Este ingrediente é extremamente versatil, de modo que realiza
dispersoes tanto em fases aquosas quanto em fases oleosas, pode ser adicionado em
diferentes etapas do processo, além de se manter estavel em largas faixas de
temperatura e pH (LUCAS MEYER COSMETICS, 2023).

Ao desenvolver um produto utilizando o LECIGEL®, na faixa de
concentragdo geralmente utilizada (1-2% p/v), é obtido um gel-creme. Alguns
trabalhos vém utilizando este ingrediente em suas formulagdes. Casarini et al., (2021)
prepararam uma formulagéo de uso topico utilizando LECIGEL® (1%), a fim de avaliar
os efeitos antitumorais em melanomas e a seguranga de nanocapsulas poliméricas
contendo o farmaco phloretin. Neste estudo, os autores verificaram que a formulagao
incorporada com o ativo apresentou um efeito citotoxico frente a células Sk-Mel-28
(célula de melanoma maligno), e o tempo de duplicagao da populagao foi aumentado
apos tratamento.

loannou; Labrou, (2022) produziram uma formulagdo com um
cosmecéutico a base de enzimas, com potencial aplicagdo como agente esfoliante
topico. Neste, os pesquisadores incorporaram o extrato de Arthrospira platensis, que
possui duas enzimas proteoliticas principais que ajudaram a melhorar
significativamente a estabilidade do produto.

Dessa forma, o desenvolvimento de novos produtos utilizando tais
materiais como a Laponita e o LECIGEL® acrescidos do polissacarideo botriosferana
sulfatada, seria de descricdo inédita na literatura cientifica. Estes classificariam-se
como produtos biodegradaveis e seriam utilizados para o tratamento de lesdes

cutaneas antivirais.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 PRODUCAO DA BOTRIOSFERANA NATIVA

Apesar da botriosferana ter sido cedida gentilmente pela Dra. Aneli de
Melo Barbosa-Dekker (Beta-Glucan Eireli), sua bioprodugdo esta descrita abaixo e
ilustrada na Figura 7.

A botriosferana foi produzida pelo fungo ascomiceto Botryosphaeria
rhodina MAMB-05. Inicialmente, um inéculo foi preparado a fim de se adaptar o
microrganismo ao meio. Uma porgédo do micélio fungico, ja desenvolvido em placas
de Petri (meio contendo agar, glucose e meio minimo de Vogel — MMV- (VOGEL,
1956)) foi transferida assepticamente para frascos Erlenmeyer (25 mL MMV, 5 g L™
de glucose), os quais foram incubados a 28 °C, sob agitagdo de 180 rpm por 48 horas.
Esta pré-cultura foi centrifugada afim de se recuperar o micélio fungico e entao, os
pellets de biomassa foram homogeneizados e ressuspensos em solugdo salina
fisiologica estéril para obtengdo de um inéculo padronizado com leitura de absorgéo
entre 0,4 e 0,5 a 400 nm (BARBOSA et al., 2003).

Em seguida, foi realizada a producao da botriosferana. Os cultivos
foram desenvolvidos em agitador orbital (shaker), onde cada frasco Erlenmeyer
continha 16 mL de indculo previamente padronizado, 400 mL de MMV e 50 g L' de
glucose. Os frascos foram incubados sob agitacédo de 180 rpm, a 28 °C por 72 horas
(BARBOSA et al., 2003). Apos este tempo, o meio de cultivo foi centrifugado (7000 x
g/ 10 min) a 4 °C, o sobrenadante (solugao aquosa de botriosferana) foi coletado em
banho de gelo e submetido a intensa dialise (MWCO 14000 Da) contra agua destilada.
Em seguida, a botriosferana foi precipitada em 3 volumes de etanol absoluto resfriado
(2 h), separada e entéo foi ressolubilizada em agua destilada, e novamente submetida
a intensa dialise contra agua destilada para remoc¢ao de todo o etanol remanescente,
e por fim, liofilizada (BARBOSA et al., 2003). A amostra foi nomeada como BOT e

armazenada em dessecador para as caracterizagdes futuras.
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Figura 7- Representagdo esquematica do processo de produgado e recuperagao da
botriosferana nativa (BOT).

e

AN

Botryosphaeria rhodina  Preparo do inéculo Fermentagao Apos fermentagao
(MAMB-05)

Caldo fermentado

Botriosferana Dialise Ressolubilizagdo  Recuperagdo da glucana Precipitacao
liofilizada

Fonte: o proprio autor

4.2 DERIVATIZACOES QUIMICAS DA BOTRIOSFERANA POR SULFATACAO
4.2.1 Sulfatacédo branda

Foram realizadas algumas sinteses utilizando esta via de sulfatacéo,
nas quais o procedimento geral esta descrito abaixo, e as amostras obtidas estédo
descritas na Tabela 1.

Inicialmente, a BOT foi solubilizada em dimetilformamida anidra
(DMF) sob uma atmosfera inerte (nitrogénio) por 48 h. Foram adicionados o complexo
trioxido de enxofre-piridina (SOs3-Py) (X equivalentes/unidade de glucose) e a
trietlamina (EtsN), que foram agitados a temperatura ambiente durante um
determinado tempo, de acordo com cada reagao. Apds este tempo, a mistura foi
neutralizada com a adigao de bicarbonato de sodio saturado, seguida pela adi¢gao de
solugdo de tampao fosfato 0,025 mol L' (NazHPOs, pH 7,0). A mistura foi dialisada
contra solugdo de NaCl 1 mol L' (24 h) e agua destilada (96 h) e entao liofilizada
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(ARAUJO et al., 2013). As amostras foram armazenadas em dessecador para as

caracterizagdes quimicas.

Tabela 1. Amostras produzidas com a sulfatagao via branda.
Amostra BOT DMF SOsz-Py EtsN T t Ciclos DS Rendimento

(mg) (eq) (°C) (h) (%)
SB 100 50 8 022 ta 07 1 082 40
SB* 100 50 24 022 ta 07 1 11 106
SBP 300 150 48 066 40 14 2 1.2 75,7

Fonte: o préprio autor

4.2.2 Sulfatacao via éster de pivaloila

Esta derivatizacdo ocorreu em trés etapas: protecdo, sulfatagao e
desprotecao, para entdo se obter no final da rota sintética o produto nomeado como
SP.

Inicialmente, 0,216 g de BOT foram dissolvidos em 30,8 mL de DMF
anidro e 7,7 mL de piridina (Py) por 48 h sob uma atmosfera inerte (nitrogénio). Em
seguida, foram adicionados 0,26 g de 4-dimetilaminopiridina (DMAP), 13,8 mL de
solugao de cloreto de pivaloila (PivCl) e 0,62 g de dodecil sulfato de sddio (SDS). A
mistura foi agitada por 24 h a temperatura ambiente. Apos esse tempo, foram
adicionados 15 mL de tampé&o fosfato 0,025 mol L' (pH 7,0) e a mistura foi dialisada
contra solugdo de NaCl 1 mol L' (24 h) seguida de agua destilada (96 h). A mistura
resultante foi concentrada sob presséo reduzida e seca por liofilizagdo. Apds a etapa
de protecao, a amostra foi chamada de SP-P.

Ainda na sequéncia (etapa de sulfatagao), o produto (SP-P) obtido na
etapa anterior (0,1 g) foi dissolvido em DMF (17,6 mL), a seguir 2,9 mL de piridina e
1,92 g de complexo SO3-Py (20 equivalentes/unidade de glucose) foram adicionados,
e a mistura foi agitada por 17 h a temperatura ambiente. A mistura foi entado
neutralizada com solucao saturada de bicarbonato de sodio (24 h), dialisada contra
agua destilada (96 h), concentrada sob pressao reduzida e liofilizada. Apds a etapa
de sulfatacdo, a amostra foi denominada SP-S (ARAUJO et al., 2013).

Na etapa de desprotegao, o material resultante (SP-S: 0,073 g) foi
dissolvido em solugdo de NaOH 1 mol L' (10,5 mL) sob agitagdo por 4 h a 20 °C. A
solugédo resultante foi entdo neutralizada com solugdo de HCI 1 mol L, dialisada
contra 4gua destilada (96 h) e liofilizada (ARAUJO et al., 2013). A amostra resultante
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foi referida como SP, a qual foi armazenada em dessecador para as caracterizagdes

quimicas.

4.2.3 Sulfatacéo via acetonideo

Foram solubilizados 0,3 g de BOT em 112,5 mL de dimetilformamida
anidro (DMF), sob atmosfera inerte (nitrogénio) a temperatura ambiente, durante 24
h. Em seguida, foi adicionada uma mistura de 150 mL de acetona e 0,17 g de acido
canforsulfénico (0,4 equivalente/unidade de glucose), onde permaneceu aquecida sob
refluxo a uma temperatura de 50-70 °C, durante 24 h. Decorrido o tempo, a reagéo foi
interrompida pela adicdo de solugdao saturada de bicarbonato de sdodio até
neutralizagdo. A mistura foi purificada por didlise contra solugéo de NaCl 1 mol L' (24
h) e agua destilada (96 h), e entdo concentrada por evaporagao rotativa e seca por
liofilizacdo (ARAUJO et al., 2013). Apds a etapa de protegdo, a amostra foi chamada
de SA-P.

O produto remanescente da etapa anterior (SA-P: 0,158 ) foi
solubilizado em 79,25 mL de DMF anidro sob atmosfera inerte. Entdo foram
adicionados 1,21 g do complexo SO3-Py (8 equivalentes/unidade de glucose) e 0,35
mL de Et3N, no qual foram agitados a temperatura ambiente durante 7 h. Apds este
tempo, a mistura foi neutralizada com a adigdo de bicarbonato de sdédio saturado e
adicionados 52,8 mL de solugdo de tampao fosfato 0,025 mol L' (pH 7,0).
Posteriormente, a mistura foi dialisada contra solugdo de NaCl 1 mol L' (24 h) e agua
destilada (96 h). Apds a purificagao por dialise, como nos itens anteriores, a solugao
foi concentrada em evaporador rotativo e seco por liofilizagdo. Apoés a etapa de
sulfatagao, a amostra foi chamada de SA-S.

Na etapa de desprotecdo, o material resultante (SA-S: 0,21 g) foi
dissolvido em 140 mL de solugdo de acido p-toluenossulfénico 1 mol L' durante 48 h
a temperatura ambiente. Apds este tempo, a solugao resultante foi neutralizada com
solucdo de NaOH 1 mol L' e purificada por didlise como nos itens anteriores. A
amostra entdo foi nomeada como SA, a qual foi armazenada em dessecador para

caracterizagdes quimicas.
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4.3 DETERMINAGAO DO GRAU DE SUBSTITUIGAO (DS)

Para a determinagdo do grau de substituicdo dos derivados, foi
utilizado protocolo turbidimétrico descrito por Dodgson; Price, (1962). Amostras
sulfatadas (1 mg) foram submetidas a hidrélise com HCI concentrado (1 mL), em
banho termostatizado a 100 °C por 5 h. Para determinar o DS, 0,2 mL dos hidrolisados
foram adicionados em tubos de ensaio contendo 3,8 mL de acido tricloroacético (TCA,
3% m.v"), e 1,0 mL de solugdo gelatina-bario (gelatina Oxoid 5 mg mL"", BaCl> 5 mg
mL"). Apds a mistura ser agitada por um minuto, foi deixada em repouso por 15
minutos. O sulfato de bario resultante foi quantificado por leitura turbidimétrica a 360
nm. Para preparo da curva analitica, foi utilizado Na>SO4 em massas que variaram de
10-350 ug. O DS que designa o numero médio de grupos sulfato em cada residuo de
acucar foi estabelecido a partir do conteudo de enxofre, tomando como base as

equacoes 1 e 2, onde S = % enxofre:

BasS0,(ug)+0,1374+100 )
04) = 4
S(%) amostra (ug) Equac&o 1

162x%S

= - Equacéo 2
3200—-102%S

Onde: 162 representa o peso molecular médio dos residuos de glicosil (hexose) do
polissacarideo, 3200 representa a massa atdmica do enxofre vezes 100, 102 representa um

mol do grupo sulfato, apds a sulfatacdo (SOsNa).
4.4 PREPARACAO DO HIDROGEL COM LAPONITA

O hidrogel foi obtido segundo metodologia descrita por Becher;
Ornelas, (2017), no qual foi adicionado um conservante na formulacdo (NEOLONE™
PE - 0,5%), como descrito na Tabela 2. Posteriormente foi incorporado 0,03-1,25%
(p/p) do principio ativo (botriosferana sulfatada — SB*— ou nativa). Em seguida, o pH
foi ajustado com uma solucéo de acido citrico a 20%. Foram geradas duas amostras,
HID LAP (hidrogel de Laponita ja com o ativo incorporado) e a Base LAP (base do
hidrogel de Laponita, sem ativo).
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Tabela 2- Formulag&o do hidrogel a base de Laponita.

Formulagao Quantidade
Laponita 5%
Poliacrilato de sédio 0,05%
Agua ultrapura QSP 100%
PBS (10x) 10%
Neolone 0,5%
BOT (sulfatada ou nativa) 0,03-1,25%

PBS: tampéo salino de fosfato concentrado em 10x
Fonte: o préprio autor

4.5 PREPARACAO DO GEL-CREME CcOM LECIGEL®

Para a producdo deste gel-creme foram utilizados LECIGEL® (2%),
glicerina (1%) como umectante, silicone volatil como emoliente (1%), e NEOLONE™
PE (0,5%) como conservante. Além disso, foram incorporados 0,03-1,25% (p/p) do
principio ativo (botriosferana sulfatada — SB* — ou nativa), como descrito na Tabela 3.
Foram geradas duas amostras, HID LECI (gel-creme de LECIGEL® ja com o ativo

incorporado) e a Base LECI (base do gel-creme de LECIGEL®, sem ativo).

Tabela 3- Formulagao do gel-creme a base de LECIGEL®.

Formulagao Quantidade
Agua destilada QSP 100%
LECIGEL® 2%
Glicerina 1%
Silicone volatil 1%
Neolone 0,5%
BOT (sulfatada ou nativa) 0,03-1,25%

Fonte: o préprio autor

4.6 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE FOURIER (FT-IR)

Os espectros de infravermelho das amostras derivatizadas de
botriosferana foram obtidos em espectrometro FTIR Bruker modelo Vertex 70, com
acessorio de refletancia Platinum ATR no Laboratério de Quimica Prebiética (LQP) do
Departamento de Quimica da UEL, na faixa espectral compreendida entre 400 e 4000

cm™', com resolugéo de 2 cm', niUmero de acumulagdes de 16 varreduras para cada
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espectro. A analise dos espectros foi realizada no programa Origin 8.5 SR1 (©
OriginLab Corporation, EUA).

4.7 ESPECTROSCOPIA DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

Os espectros de RMN 1D e 2D foram realizados em um espectrémetro
de RMN Bruker (Avance lll, Laboratério Multiusuario ESPEC - UEL) equipado com
uma sonda de diametro de 5 mm, operando a 400 MHz para 'H e 100 MHz para '3C.
As técnicas 2D utilizadas foram a Heteronuclear Single Quantum Coherence
Spectroscopy 'H-3C (HSQC) e Corellation Spectroscopy 'H-"H (COSY). As amostras
foram dissolvidas em trés ciclos de agua deuterada (D20O) via etapas de
solubilizagaol/liofilizagdo. Os experimentos foram realizados utilizando os programas
de pulso padrao do equipamento. Os deslocamentos quimicos foram medidos usando
acetona como padrao interno (8 = 2,22 ppm para 'H e & = 30,89 ppm para '3C). As
analises dos espectros foram realizadas usando o programa de software MestreNova

6.0 (Mestrelab Research, Santiago de Compostela, Espanha).

4.8 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

As micrografias das amostras de BOT e BOT sulfatada foram
adquiridas em Microscépio eletrénico de Varredura Quanta FEG 250 — FEI
(Laboratério Institucional de Microscopia — Unicamp). As amostras liofilizadas foram
fixadas em fita de carbono para que as leituras nas amplitudes necessarias fossem
realizadas.

Ja as micrografias das formulagdes foram obtidas em Microscépio
eletrénico de varredura FEI Quanta 200 (Laboratério De Microscopia Eletronica e de
Microanalise — LMEM, UEL). As amostras foram secas por liofilizagdo e metalizadas

com banho de ouro, para entdo serem adquiridas as imagens necessarias.

4.9 ANALISE TERMICA

As amostras liofilizadas de BOT e da botriosferana sulfatada (SB*)
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foram submetidas a Analise Termogravimétrica (TGA) e a Analise de
Termogravimetria Derivada (DTG), ja as formulagbes foram analisadas por
Calorimetria de Varredura Diferencial (DSC). As andlises foram realizadas em
equipamento Shimadzu modelo TGA-50 (Laboratério de Espectroscopia — ESPEC,
UEL).

4.10 ESTABILIDADE PRELIMINAR DAS FORMULACOES

A estabilidade preliminar das formulagdes foi avaliada em um periodo
de 15 dias, onde aproximadamente 10 g de cada amostra (Base LAP, HID LAP, Base
LECI e HID LECI) em triplicata foram submetidos a condi¢des de estresse para
acelerar o aparecimento de possiveis sinais de instabilidade na formulacdo. As
amostras, acondicionadas em frascos brancos opacos, foram submetidas a ciclos de
24 horas de aquecimento em estufa a 45 °C e resfriamento a 4°C (ANVISA, 2004). As
formulagdes foram avaliadas segundo as caracteristicas organolépticas de aparéncia,
cor e odor, sendo classificadas como: nenhuma mudanga, ligeiramente modificado,
modificado ou fortemente modificado, tanto no inicio quanto ao final do tempo de
experimento. Vale ressaltar que estas avaliagdes sao apenas qualitativas. Além disso,
propriedades como densidade, espalhabilidade, pH (pHmetro modelo Luca-210) e
teste de centrifugacdo também foram realizados. Todos esses testes foram aplicados
antes e apos os 15 dias, no Laboratério de Inovacgao e Tecnologia Cosmecéutica (CCS
— UEL).

4.10.1 Densidade

A densidade (d) foi determinada a 25 °C em picnémetro (10 mL). Para
esta afericdo, 5 g de cada formulagao (Base LAP, HID LAP, Base LECI e HID LECI)
foi primeiramente diluida em 45 mL de agua destilada, em seguida essa solucao foi
vertida em picnédmetro até transbordar, seco e pesado (em triplicata), segundo calculo

de densidade descrito nas equagdes abaixo (equagao 3 e 4):
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m
d=— Equagao 3

d = PeSOpalio cheio —PESOpalio vazio
10

Equacao 4

Onde: m: massa; v: volume. Apds o calculo, o resultado é multiplicado

pela diluicéo feita durante o teste (1:10).

4.10.2 Espalhabilidade

Este teste é baseado na capacidade de espalhabilidade da
amostra quando submetida a uma presséo, de acordo com Borghetti; Knorst, (2006).
Essa analise foi realizada em placas de vidro, onde 0,5 g das diferentes formulacdes
(Base LAP, HID LAP, Base LECI e HID LECI) foi colocado sobre uma placa de vidro
sob um papel milimetrado, onde um outro pedaco de placa de vidro menor (23 g) foi
depositado em cima da amostra e contabilizado o tempo de 1 minuto, e apds esse
tempo, foi medido o didmetro da distribuigcdo da formulagdo. Em seguida, pesos de 2,
5 e 10 g foram colocados acima da placa menor de vidro e mais 1 minuto entre cada
medigao foi contabilizado para a aferigdo do didametro de espalhamento das amostras.

Os resultados foram expressos em mm?.

4.10.3 Teste de centrifugacao

Neste teste o objetivo € determinar se ndo ocorrem modificagdes
macroscopicas na amostra quando submetidas a elevadas rotagdes, ou seja, se a
formulagcao se mantém integra sem separagao de fases. Foram pesados 5 g de cada
formulacao (Base LAP, HID LAP, Base LECI e HID LECI) em um tubo de centrifuga,
e submetidos a rotagdes de 3000 rpm durante 30 minutos (Centrifuga Baby® Modelo
206, Fanem® - Sao Paulo, Brasil).
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4.11 ATIVIDADES BIOLOGICAS

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Virologia do

Departamento de Microbiologia da UEL.

4.11.1 Células e virus

Células Vero (ATCC CCL 81, EUA; células epiteliais do rim de macaco
verde africano) e clones celulares C6/36 do mosquito Aedes albopictus (ATCC CRL-
1660, EUA) foram cultivados em meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM)
(Gibco BRL, EUA) suplementado com 10% de soro fetal bovino (Invitrogen, EUA), 2
mM de glutamina, 100 yg mL"' de estreptomicina (Gibco BRL), 100 Ul mL™" de
penicilina (Novafarma, Brasil) e Anfotericina B 2,5 ug mL™" (Meizler Biopharma, Brasil)
e mantidos, respectivamente, a 37 °C e 28 °C, sob 5% de CO.. Estoques de virus:
Herpes simplex virus tipo 1 (HSV-1) cepa KOS (Aciclovir - sensivel) e virus da dengue
sorotipo 2 (DENV-2), do biobanco do Laboratério de Virologia (LAVIR), Universidade
Estadual de Londrina (Brasil), inoculados respectivamente em clones de células Vero
e mosquito C6/36, até obter um efeito citopatico (~90%), e entdo mantidas sob glicerol
(10%) a -80 °C. Os titulos virais (TV) foram analisados usando o procedimento de
ensaio TCIDso (50% da dose infecciosa de cultura de tecidos) (LOPES et al., 2021;
REED; MUENCH, 1938).

4.11.2 Ensaio de citotoxicidade

A citotoxicidade dos derivados de BOT sulfatados foi determinada
pelo ensaio MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-6-difeniltetrazélio) (MOSMANN, 1983).
Culturas confluentes de células Vero foram cultivadas em microplacas de 96 pogos
(1x10* células mL™") e entdo expostas a diferentes concentragdes (15,6 - 500 pug mL-
1) das botriosferanas sulfatadas (SB, SB* e SP). Em seguida, o reagente MTT (1,25
mg mL™") foi adicionado as células (10 pL) e incubadas por 2 h a 37 °C. Em seguida,
foi adicionado o agente solubilizante MTT (90 yL) e a mistura foi agitada por 15 min.
A absorbancia foi determinada usando um leitor de microplacas (570 e 690 nm, Bio-
Tek Instruments, ELX800, EUA).
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A porcentagem de viabilidade celular (CV%) foi calculada a partir da

equagao 5:

CV% = [100 — (A./A,) x 100] Equacao 5

Onde A: e Ac referem-se a absorbancia das respectivas amostras de
BOT sulfatadas testadas e ao controle (células ndo tratadas, contendo apenas meio
de cultivo), respectivamente. A concentragao citotdéxica a 50% (CCso) foi calculada por
analise de regresséao linear como a concentragdo das amostras de BOT sulfatadas
necessarias para reduzir a viabilidade das células Vero em 50%.

As amostras Base LAP, HID LAP, Base LECI e HID LECI também

foram submetidas a estas analises.

4 .11.3 Atividade antiviral in vitro

Para avaliar a atividade contra as cepas HSV-1 KOS e DENV-2, as
células Vero foram previamente cultivadas em microplacas de 96 pocos a 37 °C, sob
5% de CO., até a confluéncia (1x10* células mL"). Posteriormente, o meio de
manutencao foi substituido por uma solugao contendo HSV-1 ou DENV-2 e diferentes
concentragdes de SB, SB* ou SP (1,5 a 400 yg mL") e adicionadas simultaneamente
as células (multiplicidade de infeccao 1, MOI 1). O controle viral (CV) e o controle
celular (CC) foram analisados pela adicdo de DMEM (100 uL) contendo suspensdes
virais na auséncia das substancias teste, ou apenas DMEM, respectivamente. As
microplacas foram entao reincubadas nas mesmas condi¢des de temperatura e COo..

A atividade anti-DENV-2 foi avaliada reduzindo o TV (titulo viral) pelo
TCIDso (50% da dose infecciosa de cultura de tecidos), em relagdo ao CV usando o
calculo de Reed; Muench, (1938) e o algoritmo de Spearman & Karber conforme
descrito por Hierholzer; Killington, (1996). A atividade anti-herpética foi avaliada pelo
procedimento de ensaio MTT, conforme descrito na Sec¢ao 4.11.2 e de acordo com
Takeuchi; Baba; Shigeta, (1991). A porcentagem de inibigado viral (%IV) foi

determinada a partir da equacéo 6 abaixo:
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A nm/A nm
IV (%) = | (Atsronm/Atoonm )/ pozommlatesomm) _ (4, 0 — Acy goomm)| X100

(Accs7onm/Accsoonm)

Equacéao 6

Onde A: refere-se a absorbéancia média das células inoculadas com
virus e tratadas com SB, SB* e SP, e Acyv e Acc referem-se as respectivas absorbancias
médias de CV e CC.

A concentragédo capaz de reduzir a infecgdo viral em 50% (ICso) foi
determinada por analise de regressao linear e o indice de seletividade (Sl) pela razao:
CCso/ICso.

Aciclovir (ACV — Novafarma Ind. Farmac., Brasil, 10 uyg mL™") foi
utilizado como controle positivo para HSV-1.

As amostras Base LAP, HID LAP, Base LECI e HID LECI também
foram submetidas a estas analises, porém através do ensaio virucida. Para isso, as
formulagdes (900 uL) foram inicialmente colocadas em contato com virus (100 L) por
1 h na concentragdo de uso. Em seguida, foi realizada a diluicdo até concentragao
nao citotdxica (diluicao 1/100) e entdo inoculadas em células Vero para realizagao das
analises.

Vale ressaltar que os testes com os virus da Dengue foram realizados
também em células Vero. As células de clones celulares C6/36 do mosquito Aedes

albopictus foram utilizadas apenas para a replicagao do virus.

4.11.4 Investigagado do mecanismo de agao antiviral in vitro

A investigacdo do possivel mecanismo de agdo da amostra SB*,
utilizada para incorporagao nas formulagdes, na infecgao por HSV-1 foi realizada por
meio de TCIDsp, seguindo o protocolo de Reed; Muench, (1938), associado a redugao

de MTT, mencionado anteriormente.

4.11.4.1 Ensaio Virucida

O ensaio virucida foi realizado com o objetivo de identificar a
capacidade de destruicao e/ou inativagado da particula viral, na auséncia de célula,
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com diminuigdo da infectividade viral, decorrente do contato direto entre virus e
compostos testes. Concentragdes 50, 25, 12,5 e 6 ug mL™" do SB*, diluidas em DMEM-
SF (DMEM sem soro fetal bovino), foram incubadas com HSV-1 (10 pL), em um
volume final de 100 pL, pelo periodo de 1 hora. Em seguida, esta suspensao foi
novamente diluida (1:100) em meio DMEM-SF, para inoculacdo em células. Para isto,
células Vero (3x10* células/pogo) foram cultivadas em placas de 96 pogos e incubadas
em estufa a 37 °C e 5% CO., previamente por 24 horas. As suspensoes diluidas foram
entdo aplicadas sobre as monocamadas celulares, com um volume final de 100 uL
mL-". Uma aliquota pura de HSV-1 com CV (em contato com DMEM-SF, na auséncia
dos compostos) e CC (células tratadas apenas com DMEM-SF) foi mantida nas
mesmas condi¢gdes do teste como controle positivo e negativo, respectivamente. A
placa foi incubada em estufa por 72 horas. A revelacao pelo teste de reducdo de MTT
e TCIDso foi realizada como descrito anteriormente (REED; MUENCH, 1938).

4.11.4.2 Tempo de adicao

A variagao no tempo de administragdo do composto (50, 25, 12,5e 6
ug mL"), em meio DMEM-SF, com um volume final de 100 pyL/pogo, foi avaliada antes
(-3 h), durante (0 h) e apds (+3 h) a infeccao viral, e foi utilizada para identificar em
quais possiveis etapas do ciclo replicativo o composto exercia efeito inibitério. Com tal
objetivo, células Vero (3x10* células/pogo) foram cultivadas em placas de 96 pogos e
incubadas em estufa a 37 °C e 5% CO2 por 24 horas. No ensaio do pré-tratamento, a
monocamada celular foi exposta ao SB* previamente durante 3 horas (-3 h). Apos
esse periodo, o SB* foi removido, as células lavadas com D-PBS (tampao fosfato
salino de Dulbecco) e inoculadas com HSV-1 (MOI 1), com posterior incubagao por
72 horas. Para avaliagao da agao de SB* no momento da infecgao (efeito simultdneo
- tempo 0 h) o composto sulfatado foi adicionado ao virus (HSV-1 KOS)
simultaneamente a infecgao nas células Vero. Para avaliagdo da acdo de SB* como
tratamento 3 h pods-infeccdo (+3 h), as monocamadas celulares foram inicialmente
infectadas com HSV-1 (MOI 1) por 1 hora para adsorgéao viral. Apds, os pogos foram
lavados com D-PBS, seguido de adigao de meio de manutencao celular (DMEM-SF)

por mais 2h. Apds 3 h de infec¢do, o meio de manutengao da monocamada celular foi
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substituido pelas concentragdes testes de SB*, seguido de incubagao por 72 h, a 37
°C e 5% CO:a.. Pocos infectados e n&o tratados, e pog¢os nao infectados e nao tratados
foram mantidos como controle viral (CV) e celular (CC), respectivamente, em todos os
ensaios e nas mesmas condi¢des supracitadas. A revelacao pelo teste de reducéo de

MTT e TCIDsg foi realizada como descrito anteriormente.

4.11.5 Avaliagao da irritagdo dérmica e eficacia antiviral in vivo

Camundongos BALB/c (17,8 - 25,5 g), foram ambientados no biotério
(2 dias), apos o transporte, com ciclo claro-escuro de 12 h, temperatura constante
2212 °C e dieta ad libitum. Para os ensaios, os animais foram previamente submetidos
a depilacéo da regido dorsal, sendo anestesiados com ketamina (100 mg/kg) via
intraperitoneal. Foram utilizados 6 camundongos por grupo de experimento, conforme
Cardozo et al., (2013), sendo organizados em: 1) Grupo controle escarificagado; 2)
Grupo Laponita teste — irritacdo dérmica; 3) Grupo Laponita base — irritagdo dérmica;
4) Grupo LECIGEL® teste — irritagdo dérmica; 5) Grupo LECIGEL® base - irritagcao
dérmica; 6) Controle positivo; 7) Controle negativo; 8) Grupo Laponita base — KOS ;
9) Grupo Laponita teste — KOS; 10) Grupo LECIGEL® base — KOS; e 11) Grupo
LECIGEL® teste — KOS. Inicialmente, a toxicidade das formulagdes foi avaliada
através do ensaio de irritagdo dérmica, de acordo com a norma descrita no guia OECD
n° 404 (2002). Diariamente, cerca de 100 mg dos produtos eram aplicados na regiao
dorsal, trés vezes ao dia, comintervalo de 5 h, durante 7 dias. Apds, os animais foram
eutanasiados e submetidos a analise histologica.

Para o ensaio antiviral, os animais também foram submetidos a
depilagao e apos 24 h, realizou-se a escarificagdo como porta de entrada para os
virus, na qual a pele foi riscada (n= 10) com o auxilio de uma agulha de calibre 27,
obtendo-se uma area aproximada de 2 cm?, seguida da inoculagao viral (HSV-1 KOS,
50 uL, 1,33x108 TCIDso/mL). Os camundongos foram alocados em diferentes grupos
(Tabela 4), iniciando-se o tratamento 4 h apds a inoculacao viral, durante 7 dias, 3

vezes ao dia, como demonstrado abaixo:

Tabela 4- Grupos de animais, virus inoculado e respectivos tratamentos.

Grupos Virus Tratamento N° de animais
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01 Controle escarificacao - - 04
02 Controle positivo KOS - 06
03 Controle negativo KOS Aciclovir 06
04 Formulagao base KOS Formulagao base 06
Laponita
05 Formulacao teste KOS Formulagao teste 06
Laponita
06 Formulagao base KOS Formulagao base 06
LECIGEL ™
07 Formulacao teste KOS Formulagao teste 06
LECIGEL ™

Fonte: o préprio autor

As alteragdes foram observadas diariamente de acordo com o
desenvolvimento das lesbes na pele, sendo classificadas como: 0 - sem lesdes
visiveis; 1 — presenca de vesiculas; 2 - erosdo ou ulceracido da vesicula; 3 - lesdes
zosteriformes leves; 4 - lesbes zosteriformes moderadas; 5 - lesdes zosteriformes
severas (CARDOZO et al., 2013).

Ao final do experimento (7° dia) os camundongos foram pesados
e eutanasiados por meio de inalacdo com isoflurano e deslocamento cervical, com
posterior remocao da area da pele, para avaliagao histolégica descritiva. Animais que
apresentaram outras alteragbes gerais (fisicas, comportamentais, etc) nao
relacionadas a infecgdo herpética cutdnea foram imediatamente eutanasiados,
evitando sofrimento. Os experimentos in vivo foram realizados com aprovacao do
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Estadual de Londrina (053.2022). Os

experimentos foram conduzidos no biotério localizado no CCB da UEL.

4.11.6 Histologia

Amostras de pele dos camundongos foram coletadas e submersas em
solugéo de formalina tamponada a 10% para a fixagdo do tecido. Posteriormente, as
amostras foram submetidas ao processamento histolégico padrao e embebidas em
parafina. Foram realizadas secc¢des de 5 um a partir dos blocos de parafina e coradas
em hematoxilina e eosina (H.E.).

Os critérios selecionados para a realizagao do escore tecidual foram:
hiperceratose; hiperplasia epidérmica; espongiose; inflamagdo epidérmica;

inflamagao dérmica; inflamagao hipodérmica; necrose epidérmica e necrose dérmica.
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Cada critério foi avaliado de acordo com sua intensidade e extensdo com valores
atribuidos de 0 (ausente), 1 (discreto), 2 (moderado) e 3 (severo). Esses valores foram
multiplicados pelo fator de severidade atribuido a cada critério, sendo o fator
multiplicador de 1 para hiperceratose, hiperplasia epidérmica e espongiose; fator 2
para inflamacgao epidérmica, dérmica e hipodérmica; e fator 3 para necrose epidérmica
e dérmica. A soma dos valores multiplicados consiste no resultado individual. O

resultado do escore variou de 0 (minimo) a 45 (maximo).

4.11.7 Atividade anticoagulante

A atividade anticoagulante da botriosferana (BOT) e das amostras
sulfatadas foi avaliada de acordo com o protocolo descrito por Vasconcelos et al.,
(2013), com modificagdes. O tempo de protrombina (TP) e o tempo de tromboplastina
parcial ativado (APTT) foram realizados em sistema automatico de analise de
coagulagdo do sangue (Sysmex CS-2500 System, Siemes Healthineers, DE). As
concentragdes testadas foram de 50 a 1000 ug mL-' e o pool de soros foi preparado
com 15 de amostras, com os parametros de TP e APTT normais da rotina do
Laboratério de Hematologia do Hospital Universitario Regional do Norte do Parana da
Universidade Estadual de Londrina (HU-UEL). Para o teste, 50 uL de cada amostra
foram solubilizadas em 450 uL do pool de soros e para o controle, 50 yL do tampéo
OVB (diluente de fibrinogénio) foi misturado em 450 uL do pool de soros. As analises

foram preparadas em duplicatas.

4.11.8 Analise estatistica

Diferencas estatisticas significativas (p<0,05) foram avaliadas pelo
teste ANOVA de uma via (one-way), seguido do teste de Tukey para comparacao
multipla utilizando o software GraphPad Prism (versao 7.0, GraphPad Software, Inc.,
San Diego, USA) e os resultados foram expressos como média = desvio

padrao de triplicatas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 FLUXOGRAMA DAS ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

Na Figura 8 estdo descritos os fluxogramas esquematicos das
atividades realizadas.

O processo deu-se inicio pela bioprodugao da botriosferana (BOT), a
qual foi cedida gentiimente pela Dra. Aneli de Melo Barbosa-Dekker (Beta-Glucan
Eireli) (BARBOSA et al., 2003). Na sequéncia, sulfatamos regiosseletivamente a
botriosferana pelas trés vias reacionais propostas. Tais amostras foram
caracterizadas quimicamente e avaliadas quanto a suas capacidades citotoxicas e
atividades antivirais in vitro, a fim de se estabelecer uma relacao estrutura-atividade.

Ja com essa relacao estrutura-atividade estabelecida, foi possivel
passar para o desenvolvimento do produto anti-herpético. Foram desenvolvidas duas
formulagdes, as quais foram caracterizadas por parametros fisico-quimicos, de pré-
estabilidade e por fim, quanto a sua capacidade citotoxica e atividade antiviral in vitro
e in vivo.

Nao foi desenvolvido nenhum produto para combater o virus da
dengue pois as amostras desenvolvidas nesse estudo ndo apresentaram atividade

antiviral frente a este virus.
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Figura 8- Fluxogramas das atividades realizadas, desde produg&o biotecnolodgica,
sulfatacdo, caracterizacdo quimica, producao das formulagodes, estudo de estabilidade
preliminar e bioatividades.
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Fonte: o proprio autor

5.2 SULFATACAO BRANDA (SB) E CARACTERIZAGCOES QUIMICAS

Na reacgao por sulfatagdo branda, ndo ha etapas sequenciais e nem
protecdo de grupos hidroxila especificos, ou seja, as condi¢des reacionais sao
planejadas para que os grupos sulfénicos sejam inseridos nas fung¢des alcodlicas mais
reativas do polissacarideo. Segundo a literatura, o atomo de O do grupo OH-6 é mais
suscetivel a substituicdo, por ser um alcool primario, mais exposto e reativo (ARLOV
et al., 2021) do que os outros grupos hidroxila, dessa forma o mecanismo reacional
de substituigdo nucleofilica bimolecular (Sn2) (KAZACHENKO et al., 2021) se inicia
deste ponto, como mostrado na Figura 9. Vale ressaltar que solventes aproéticos sao
facilitadores de reagdes que procedem por este mecanismo e alcoois primarios
tendem a reagir via Sn2 (KAZACHENKO et al., 2021).

O atomo de oxigénio mais nucleofilico ataca o atomo de enxofre
presente no agente derivatizante (SOs3-Py), o qual se encontra com densidade
eletrénica positiva. Neste ponto, uma das duplas ligacbes presentes no complexo SOs-
Py é desfeita e o atomo de oxigénio desta ligagao adquire carga parcial negativa. Na
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sequéncia, esta dupla ligacéo é reestabelecida, e neste momento a piridina presente
no complexo € desprendida da estrutura para o meio, a qual passa a atuar como um
catalisador. Por fim, a amina (EtsN) também presente no meio age como um agente
neutralizador, capturando os prétons liberados durante a reagdo (ARAUJO et al.,
2013; BEDINI et al., 2017; GREEN; GARNEAU-TSODIKOVA, 2020). Além disso,
nossa intencdo nessa reacdo era usar um numero limitado de equivalentes do
complexo reagente SOs3-Py (8 equivalentes/unidade de glucose) para minimizar a
probabilidade de ocorréncia de sulfatacdo nas posi¢des hidroxila de alcool secundario

no polissacarideo.
Figura 9- Esquema geral da sintese da botriosferana sulfatada via branda (SB) e seu
respectivo mecanismo de reagao.
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Fonte: baseada em Araujo et al., (2013); Bedini et al., (2017); Green; Garneau-Tsodikova, (2020).

A presenca dos grupos sulfénicos foi quantificada por turbidimetria e
resultou em um DS de 0,82, o que significa que 82% das unidades de glucose foram
sulfatadas. A botriosferana € uma [(-D-glucana compreendendo uma estrutura
repetitiva de unidades de glucose ao longo da cadeia principal B-(1—3). Além disso,
ha unidades ramificadas em 3-(1—6) com residuos simples de glucose ou gentiobiose
(B-D-glucopiranosil-(1-6)-B-D-glucopiranose) ligados, a uma frequéncia de 21% ou
22% para BOT produzido por B. rhodina MAMB-05 quando cultivado em sacarose e
glucose, respectivamente (BARBOSA et al., 2003; DE LOURDES CORRADI DA
SILVA et al., 2005).

Analisando a estrutura por outra perspectiva, para cada 100 unidades
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de glucose na cadeia principal, onde 22% das unidades s&o ramificadas em uma ou
duas unidades de comprimento, existem na cadeia principal 78 unidades de C-6 livre
e 22 unidades de C-6 ocupadas por ramificacdes. Destas 22 ramificacdes, em média,
11 sdo ramificagdes de uma unidade glicosidica de comprimento, e as outras 11
unidades sdo gentibioses, com duas unidades de comprimento (Figura 10). Dessa
forma, tem-se 133 unidades de glucose no total, sendo 100 unidades com C-6 livre e
33 unidades ramificadas em C-6. Em suma, 75% das unidades totais de glucose
possuem C-6 livre, disponivel para substituicdo, portanto, todas as posi¢des C-6
podem ser consideradas sulfatadas com apenas um ciclo de derivatizagcdo. Obteve-
se um rendimento de 40% em massa do polissacarideo para esta reacao, as perdas
podem ser resultantes da degradagao do polissacarideo e remogao de fragmentos por

dialise.

Figura 10- Calculo da proporg&o de C-6 livres e ramificados na botriosferana.
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Fonte: o proprio autor

Os espectros FT-IR das amostras de BOT e SB gerados entre 4000 e
400 cm™ apresentaram sinais tipicos de polissacarideos com bandas caracteristicas
de glucanas, como mostra a Figura 11. As bandas largas de intensidade forte na
regido de 3360 a 3414 cm™ presentes nos espectros foram atribuidas a vibragdo de
estiramento do grupo hidroxila. A vibragédo de estiramento C-H sp?® foi identificada na
regido de 2924 cm’' (BUDDANA; VARANASI; SHETTY, 2015; MA et al., 2012).
Bandas de média intensidade presentes na regido de 1654 cm™' indicam estiramento
do anel de glucose, caracteristico em polissacarideos (XU et al., 2009). Na regiao de

1382 cm™' aparecem bandas caracteristicas de vibragdes assimétricas dos grupos
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CH2 e C-O-H (WANG; ZHANG, 2009). Uma banda com dois picos na regido de 1159
a 1041 cm' é caracteristica do estiramento C-O do alcool e do anel de glucose, em
que as ultimas sdo vibragdes especificas de ligagcdes glicosidicas do tipo (1—3)
presentes na estrutura da botriosferana nativa e seus derivados (HUSSAIN; RATHER,;
SURADKAR, 2017; JAYAMANOHAR et al.,, 2018; SACCHELLI et al., 2019). A
absorgao na regido de 880 cm indica a configuragéo do tipo B neste polissacarideo,
sendo enfraquecida nos derivados sulfatados ou mesmo encoberta por outras bandas
(WAN-MOHTAR et al., 2016).

No espectro do derivado sulfatado SB, ainda na Figura 11, novas
bandas apareceram nas regides de 808 cm™ e 1238 cm™' que s&o caracteristicas de
dobramento assimétrico do grupo C-O-S e fortes vibragbes assimétricas da ligagcéo
S=0, respectivamente, confirmando a sulfatagdo (SACCHELLI et al., 2019).

Liu et al., (2017) produziram um derivado sulfatado com alto DS (1,6)
a partir da glucana extraida do basidiomiceto Phellinus ribis, utilizando formamida e
acido clorossulfénico como agente sulfatante. Tais autores também confirmaram a
sulfatagdo da amostra pelas bandas caracteristicas nas regides em 1251 cm™’
(vibragdo assimétrica S=0) e 808 cm™ (dobramento das ligagbes C-O-S associadas
ao grupo C-0-S03).
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Figura 11- Espectros FT-IR de BOT nativa (linha azul) e BOT sulfatada via branda
(SB — linha vermelha).
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Fonte: o proprio autor

Em relagao a caracterizagédo por RMN, o espectro HSQC do derivado
SB (Figura 12) mostra que n&do ha sinais de C6-OH livre na regido de 60/61 ppm,
caracteristicos da BOT nativa. Por outro lado, ha sinais de posi¢des C-6 substituidas,
tanto por ligagdes glicosidicas (69,6/3,8 e 69,5/4,3 ppm) quanto por grupos sulfénicos
(67,7/4,3 ppm), conforme descrito na Tabela 5. Além disso, é possivel verificar sinais
nas regioes de 77,6/4,1 ppm e 81,9/4,5 ppm, que nao sao caracteristicos de BOT
(BARBOSA et al., 2003). Tais sinais podem indicar sulfatagcdo em C-4 e/ou C-2, porém
menor, ja que a sulfatacdo ocorreu principalmente em C-6. Portanto, a geracao do
derivado botriosferana 6-O-sulfatado foi confirmada. O espectro de HSQC da BOT
pode ser visualizado na secao Anexos (Anexo A).

Zhang et al., (2020) sulfatou regiosseletivamente uma -glucana de
Ganoderma lucidum nas posi¢des C-6, corroborando os sinais de carbono substituido
em 67,1 e 66,5 ppm. Sun et al., (2016), também sulfatou um exopolissacarideo

fungico, na posicao C-6, confirmando o deslocamento quimico em 65,5 ppm.
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Figura 12- Espectro 'H-°C HSQC da botriosferana sulfatada SB. As regies C6/H6
sulfatadas sao indicadas, n&o apresentando sinais espectrais de C6/H6 com grupos
OH livres.
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Tabela 5- Atribuicdo de RMN de '3C de botriosferanas (nativa e sulfatada - SB) em
D20 (0,25 mol L™" NaOH).
Deslocamentos quimicos (ppm)

Amostra  “CTC 5" G3  C4 b5 C6g  C6s  C-bon
BOT 1034 734 873 700 755 690 § 61,0
SB 1034 736 848 685 750 695  67.6 g

BOT: sinais descritos por Sacchelli et al. (2019);
C-6s: C-6 ligados a grupos sulfato;

C-6g: C-6 unidos por ligagdes glicosidicas;
C-60n: C6-OH livre;

- 2 Nao observado.

Fonte: o préprio autor

5.3 SULFATAGCAO VIA ESTER DE PIVALOILA E CARACTERIZACOES QUIMICAS

Neste estudo, utilizamos a rota sintética de sulfatagao via éster de

pivaloila que é classificada como uma sintese sequencial envolvendo trés etapas:
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protecao-sulfatacdo-desprotecdo. Tal sequéncia de reacdes permite a protecdo de
determinados grupos hidroxila no polissacarideo, permitindo assim maior controle na
regiosseletividade da sulfatagdo (BEDINI et al., 2017).

Na rota sintética, a primeira etapa é a prote¢cao da posicao C-6,
utilizando o cloreto de pivaloila, como mostrado na Figura 13 (1). A esterificagao ocorre
entre o grupo hidroxila do polissacarideo localizado em C-6, mais disponivel para
substituicdo, reagindo com um agente acilante, neste caso o cloreto de pivaloila. Os
ésteres de pivaloila sdo grupos funcionais bastante volumosos que podem ser
inseridos seletivamente nos grupos hidroxila primarios de polissacarideos (OH-6 em
glucanas), permitindo assim uma reacdo de sulfatacdo altamente regiosseletiva
subsequente nos grupos hidroxila secundarios livres (BEDINI et al., 2017). Na reagao
de protecao por éster de pivaloila, piridina e 4-dimetilaminopiridina foram usados como
base e catalisador, e DMF como solvente.

A segunda etapa da reagao é a sulfatacdo propriamente dita (Figura
13 Il), que ocorre da mesma forma como descrito no item anterior (5.2) da sulfatagao
branda, entretanto, as posicdes disponiveis, neste caso, nas quais podem ocorrer as
substituicdes nucleofilicas sdo as posi¢coes C-2 e C-4. O atomo nucleofilico de
oxigénio ataca o atomo de enxofre do agente derivatizante (SO3-Py), que possui
densidade eletrénica positiva. Isso resulta na quebra de uma das ligagdes duplas no
complexo SOs3-Py, enquanto outro atomo de oxigénio na estrutura adquire carga
parcial negativa. Em seguida, a ligagcado dupla é restabelecida, e a piridina (catalisador)
no meio age como agente neutralizador, capturando os proétons liberados durante a
reacao.

Em seguida, ocorreu a desprotecéao e ultima etapa da sintese (Figura
13 1ll), na qual o grupo protetor pivaloila é retirado da estrutura pela agao de uma base

forte (NaOH), uma hidrélise em meio basico.
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Figura 13- Esquema geral da sintese do derivado de botriosferana SP, com as etapas
de ) protecédo, Il) sulfatacao e lll) desprotecdo, e seus respectivos mecanismos de

reacao.
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Segundo a literatura, a proporgao de agente derivatizante (complexo
SOs-Py, por exemplo), temperatura e tempo de reacdo sdo os principais fatores que
afetam a eficiéncia da sulfatagao (LI; DAI; SHAH, 2017; LU et al., 2008). A rota
sintética via éster de pivaloila resultou em DS de 0,49, o que significa uma média de
aproximadamente um grupo sulfato a cada duas unidades de glucose, com
consequente menor rendimento da reacao (33,8%) em relagdo a massa obtida. Um
numero maior de equivalentes por unidade de glucose (20 equivalentes) e trés ciclos
da reacéo de sulfatagao foram usados para esse fim. A reagao foi conduzida em meio
heterogéneo, o que pode ter tornado o polissacarideo menos reativo. Também, grupos
com grande impedimento estérico, como o volumoso grupo pivaloila, podem ter
dificultado o acesso aos grupos hidroxila pelo eletréfilo SO3. Além disso, trés ciclos de
sulfatagao podem ter levado a hidrélise parcial do polissacarideo e consequente perda
da amostra durante as didlises. Estes sao alguns dos fatores que podem ter
contribuido para os resultados obtidos, apesar de a sintese de SP ter sido concluida
com sucesso. Assim, destaca-se a relevancia da derivatizagdo via pivaloila, uma

reacao que produz satisfatoriamente os derivados esperados. Apenas em nossa
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pesquisa, enfrentamos algumas dificuldades devido as caracteristicas intrinsecas da
amostra, como a baixa solubilidade.

Na primeira etapa da rota sintética (Figura 13 1), a protegao
regiosseletiva na posi¢céo C-6 pelo grupo pivaloila foi confirmada pelo espectro FT-IR
(Figura 14 b) pela presenga de uma banda na regido de 1735 cm™ que é caracteristica
de uma fungéao éster (estiramento C=0). Em seguida, foi realizada a etapa de insergéo
dos grupos sulfénicos. Neste caso, a sulfatagéo foi direcionada para as posi¢goées C-2
e C-4, e foi confirmada pela presenca de bandas caracteristicas em 808 cm™' e 1261
cm™ no respectivo espectro (Figura 14 c). Na etapa de desprotecgao, a banda em 1735
cm’! anteriormente presente e caracteristica da fungdo éster desapareceu (Figura 14
d), confirmando que todas as etapas de protecao-sulfatagdo-desprotecdo foram

concluidas com sucesso.

Figura 14- Espectros FT-IR de BOT e seus derivados produzidos pela rota sintética
via éster de pivaloila (etapas de: prote¢cao — SP-P, sulfatagcdo — SP-S e desprotegao —
SP).
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Fonte: o proprio autor

Na rota sintética via éster de pivaloila, apesar dos ciclos sequenciais
de sulfatacdo (3 repeticdes), o volumoso grupo protetor inserido na posicao C-6

possivelmente impediu estericamente as outras posi¢cdes nas unidades de glucose,
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levando a um grau moderado de substituicdo por grupos sulfénicos (DS = 0,49). No
entanto, com a posigcdo C-6 ocupada pelo grupo protetor, as posi¢cdes C-2 e C-4
ficaram livres para derivatizacado nesta etapa.

Na etapa final da sequéncia sintética, ou seja, desprotecdo da
molécula, o grupo pivaloila foi removido da estrutura. O espectro de HSQC ('H-'3C)
do produto SP (Figura 15) tornou-se mais complicado que o espectro 2D de SB. A fim
de confirmar a sulfatacéo regiosseletiva do SP, foram realizadas analises adicionais
de RMN, tais como RMN de '3C e COSY. Em comparagdo com o espectro de RMN
de '3C da botriosferana nativa, o espectro de RMN de '*C de SP (Figura 16) mostrou
um perfil semelhante. Conforme observado, o sinal intenso em 61,4 ppm, atribuido ao
C6-0OH livre, indica que a protecao desta posicao foi bem-sucedida. Além disso, houve
sinais claros de sulfatagéo regiosseletiva, com aparecimento de novos sinais em 76,6

e 72,1 ppm, correspondentes a sulfatagao em C-2 e C-4, respectivamente (Tabela 6).

Figura 15- Espectro de HSQC (1H-13C) do derivado de botriosferana SP, obtido por
sulfatacdo pela rota via éster de pivaloila, apds a etapa de desprotecao.
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Figura 16- Espectro de RMN de '3C de SP (A), obtido por sulfatagdo via pivaloila, em
comparagdo com o espectro de RMN de '®C DEPT da BOT (B). C2/3/4/5/6
representam os sinais da cadeia principal dos polissacarideos, C3'/6’ representam os
sinais das posi¢cdes envolvidas em ramificacdes e C2S/4S de posi¢des sulfatadas.
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Tabela 6- Atribuicdo dos espectros de RMN de '*C de botriosferanas (nativa e
sulfatada - SP) em D20 (0,25 mol L™" NaOH).

Deslocamentos quimicos (ppm)

Amostra -~ ™ > C2s C3 C4 Cd4s C-5 C6g C-6s Cbon
BOT 1034 734 - 873 700 - 755 690 - _ 61,0
SP 1034 737 766 - 702 721 748 688 678 614

BOT: sinais descritos por Sacchelli et al., (2019);
C-Xs: atomos de carbono ligados a grupos sulfato;
C-6g: C-6 unidos por ligagdes glicosidicas;

C-60n: C6-OH livre;

- 2 N&o observado.

Fonte: o préprio autor

Zhang et al., (2020) sulfataram regiosseletivamente uma
(1—3)(1—6)-B-D-glucana ramificada de Ganoderma Ilucidum, estruturalmente
semelhante a botriosferana, nas posicoes C-2 e C-4. Os autores encontraram
deslocamentos quimicos de 73,7 e 69,4 ppm para C-2 e C-4 nao substituidos, e 77,4
e 74,9 ppm para C-2 e C-4 sulfatados, respectivamente. Observamos o mesmo
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comportamento encontrando sinais em 73,7 e 70,2 ppm, tipicos de C-2 e C-4 nao
substituidos, e sinaisem 76,6 e 72,1 ppm, para C-2 e C-4 sulfatados, respectivamente.
Além disso, para a B-glucana de G. lucidum, um sinal a 60,8 ppm indicou C-6 nao
substituido, como em SP (61,4 ppm).

Da mesma forma, Wang et al, (2015a), sulfataram
regiosseletivamente (em C-2 e C-3) um polissacarideo de Artemisia sphaerocephala,
no qual ndo foram observadas substituicbes em posigdes C-6 na regido caracteristica
de 65 a 70 ppm. No presente trabalho, a sulfatacdo das posi¢coes C-6 da botriosferana
pode estar envolvida, porém em menor proporc¢ao, devido ao sinal fraco em 67,8 ppm.
A atribuicao dos sinais de RMN de SP também é apoiada pelos experimentos HSQC
e COSY. Nossas descobertas indicam que a rota sintética para SP nao proporcionou
uma sulfatacdo regioespecifica das posi¢cdes C-2/C-4, mas sim uma sulfatagcéo
regiosseletiva dessas posigdes, assim como descrito por Zhang et al., (2020).

O DS de 049 para a amostra SP significa que existe,
aproximadamente, um grupo sulfato para cada duas unidades de glucose do derivado.
Concluimos que SP é um derivado de botriosferana sulfatado regiosseletivamente em
C-2 e C-4, com a grande maioria de suas posi¢goes C-6 nao sulfatadas. A sulfatagéo
em C-2 é provavelmente mais frequente que a sulfatacdo em C-4, devido a maior
intensidade do sinal de C-2 sulfatado, e também por causa do melhor acesso ao atomo

0O-2, menos impedido pelo grupo pivaloila do que para o atomo O-4.

5.4 SULFATACAO VIA ACETONIDEO E CARACTERIZACOES QUIMICAS

A sulfatacao via acetonideo também ocorre em trés etapas: protegao,
sulfatagao e desprotecao. Nesta rota sintética, o objetivo € inserir os grupos sulfénicos
nas posi¢des C-2 da estrutura através do bloqueio das demais posicoes (C-4/C-6) por
grupos protetores do tipo cetal — um acetonideo.

Na reacgao de protecao por acetonideo (Figura 17 1), o préton doado
pelo acido canforsulfénico torna a acetona mais reativa, assim favorecendo o ataque
pelo grupo hidroxila menos impedido estericamente (OH-6) e, sequencialmente, a
hidroxila secundaria na posicao 4 (OH-4), promovendo o fechamento do anel de 6
atomos para a formagao de um cetal.

A etapa de sulfatacdo ocorre da mesma forma como descrito no item
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5.2, na preparacao da amostra SB. Neste caso, somente a hidroxila desprotegida (OH-
2) pode atacar o SOs, levando a formagdo de um polissacarideo protegido na forma
de acetonideo, e sulfatado regiosseletivamente na posicdo OH-2 (Figura 17 11).

Na ultima etapa, de desprotegao (Figura 17 Ill), ocorre uma hidrdlise
de cetal. Inicialmente um dos oxigénios do acetonideo sera protonado pelo acido p-
toluenosulfénico, na sequéncia ocorrera uma quebra do anel na ligagcdo entre C-O
intermediada pela formag&o de uma dupla ligagado entre C=0 com o outro oxigénio do
acetonideo. Na sequéncia, a 4gua atacara o carbono proveniente da acetona, a agua
sera desprotonada e a base conjugada do acido p-toluenosulfénico volta a protonar o
outro oxigénio. A ligagao dupla da acetona é restituida, e a acetona protonada se
desprende da estrutura do botriosferana. Dessa forma, ocorre a reestruturagao inicial
da botriosferana, porém agora sulfatada na posi¢ao C-2.

A sulfatacdo via acetonideo resultou em um DS de 0,65, o que
significa uma média de aproximadamente 6-7 grupos sulfato a cada 10 unidades de
glucose, com um bom rendimento de reacéo (70%) em relagdo a massa obtida. Nesta
rota, foram utilizados 8 equivalentes por unidade de glucose em relagdo ao agente
derivatizante (SOz3-Py) e apenas um ciclo de reacéo de sulfatagdo, ou seja, as mesmas

proporcdes reacionais aplicadas na via branda.
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Figura 17- Esquema geral da sintese do derivado de botriosferana SA, com as etapas
de |) protecgéao, Il) sulfatacao e lll) desprotecado, e seus respectivos mecanismos de
reacao.
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A partir dos espectros de FT-IR, apresentados na Figura 18 abaixo, &
possivel dar inicio a verificagdo da efetividade das etapas da reacao. A presenca da
banda de fraca intensidade na regido de 1380 cm™' (Figura 18 b) caracteristica da
ligacdo C-H em metilas, indica a presencga da acetona na etapa de protecao (WANG;
ZHANG, 2009). Ja as bandas 1070 cm™', em todas as etapas (Figura 18 b, c, d) sdo
caracteristicas da ligagao entre C-O do grupo O-C-O (WANG; ZHANG, 2009). As
bandas caracteristicas da sulfatacdo sdo confirmadas nas etapas de sulfatacao e
protecdo (Figura 18 c, d) pelas bandas caracteristicas nas regides em 1250 cm™
(vibragdo assimétrica S=0) e 810 cm™ (simétrica das ligagdes C-O-S associada ao
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grupo C-0O-S03’) (SACCHELLI et al., 2019).
Figura 18- Espectros FT-IR de BOT e seus derivados sulfatados pela rota sintética

via acetonideo (etapas de: protecdo — SA-P, sulfatagdo — SA-S e desprotegdo — SA).
I ! I ! I : I

10 o \

1250 cm’’

U

g 1070 cm’”
a)

Transmitancia (%)

_—SA

——SAS
—SAP
g BOT
: , ' , : , . : . : : , : ,
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Ndmero de onda (cm™)

Fonte: o proprio autor

O espectro de HSQC do produto final da via acetonideo (SA) é
apresentado na Figura 19. E possivel verificar que esta sintese ndo ocorreu de forma
efetiva no que diz respeito a regiosseletividade esperada. Na molécula final sulfatada
e desprotegida, apesar de serem visualizados sinais que indicam a sulfatagcdo na
posicao C-2 (77,9 ppm), ha sinais caracteristicos que indicam também uma possivel
substituicdo na posicdo C-6 (69,3 ppm). E provavel que a etapa de protecdo tenha
sido efetiva em um primeiro momento, entretanto em algum ponto na etapa de
sulfatagdo, o grupo protetor ndo resistiu e liberou parcialmente as posicées antes
protegidas. A molécula final pode ter gerado um padrao de sulfatacdo em C-2 e C-6,
entretanto, nada garante que a posicado em C-4 também nao sofreu substituicao, visto
qgue os sinais de deslocamento para a posi¢ao sulfatada ou nao, poderiam ser muito
proximos (com base nos deslocamentos da amostra SP).

Dessa forma, como a sulfatagao regiosseletiva via acetonideo nao foi
efetiva, os testes de avaliacdo de atividade biolégica foram executados sem esta
amostra.
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Figura 19- Espectro de HSQC ('H-"3C) do derivado de botriosferana SA, obtido por
sulfatacéo pela rota via acetonideo, apds a etapa de desprotecgao.
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5.5 CITOTOXICIDADE E ATIVIDADE ANTIVIRAL /N VITRO DOS DERIVADOS SULFATADOS DE
BOTRIOSFERANA

O teste de citotoxicidade serve para avaliar a capacidade das
substancias em causar danos as células. O ensaio de MTT é um desses indicadores
de citotoxicidade, ou seja, de viabilidade celular ap6s a exposicdo a substancias
possivelmente toxicas (FOTAKIS; TIMBRELL, 2006). E um ensaio colorimétrico
baseado na reducédo do sal brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazdlio
(MTT, amarelado e soluvel) para cristais de formazan (roxo e insoluvel), por células
ativas metabolicamente, no qual essa conversao ocorre pela clivagem do anel de
tetrazodlio pela succinato desidrogenase dentro da mitocondria. Esse produto,
formazan, é impermeavel as membranas celulares e, portanto, se acumula dentro das
células saudaveis (FOTAKIS; TIMBRELL, 2006).

O teste de citotoxicidade MTT revelou que o derivado SP reduziu a
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viabilidade celular em 59% na maior concentragdo testada (500 ug mL™").
Concentragdes mais baixas desta amostra proporcionaram maior viabilidade das
células Vero, resultando em CCso de 250 yg mL™". Por outro lado, o SB apresentou
74% de viabilidade celular na maior concentragao testada, apresentando uma CCso
superior na maior concentragao testada (CCso > 500 ug mL™").

De acordo com testes de citotoxicidade relatados na literatura
cientifica, feitos em células de adenocarcinoma pulmonar humano e em PN2TA
(linhagem celular normal da préstata humana) por exemplo, os polissacarideos
sulfatados demonstraram valores de citotoxicidade diretamente proporcionais ao seu
grau de substituicdo, ou seja, polissacarideos sulfatados com baixo DS possuiam
menor citotoxicidade (CARDOZO et al., 2013; WAN-MOHTAR et al.,, 2016). No
presente trabalho, e conforme relatado anteriormente por Wouk et al., (2022), essa
relacao nao foi observada. Nossos resultados demonstraram que a amostra sulfatada
SB (DS=0,82) apresentou menor citotoxicidade que o sulfatado SP (DS=0,49), mas
maior que a BOT nao derivatizada (nativa), que ndo apresentou citotoxicidade em
nenhuma das concentragbes testadas. Aparentemente, a introdugdo de grupos
sulfénicos na posi¢cao C-6 das unidades de glucose (SB) causou menor interferéncia
na viabilidade celular, pois a amostra derivada via branda (SB) possuia maior teor de
sulfato. Além disso, fatores que podem ter mudado ao longo das diferentes rotas
sintéticas, como ramificacdo das cadeias e caracteristicas intrinsecas das estruturas
sulfatadas, podem ter contribuido para as diferencas de citotoxicidade observadas.

Na avaliagao da atividade antiviral, nenhum dos compostos sulfatados
demonstrou atividade anti-DENV-2. Porém, quando avaliada contra HSV-1, no ensaio
simultaneo e nas diferentes concentragdes, a amostra SB demonstrou uma inibicao
dose-dependente, com %IV de 71,0% a 100 yg mL™", seguida de 67,7% em 50 ug mL"
1,62,7% em 25 ugmL"',60,5% em 12,5 ugmL"'e 51,7% em 6 ug mL"!, como mostrado
na Figura 20. O ICso encontrado foi de 4,4 ug mL", resultando em Sl >113,6 (Tabela
7). Curiosamente, quando a amostra SP foi testada contra HSV-1, foi observada uma
inibicdo muito fraca (menos de 5%) apenas nas concentragdes mais elevadas de SP
testadas. Por esta razdo, o ICsp desta amostra ndo pdde ser calculado. Estes
resultados demonstram claramente que a amostra de SB, sulfatada
regiosseletivamente nas posicoes C-6, exibiu a melhor atividade anti-herpética. O
ensaio simultaneo foi escolhido por abranger um niumero maior de etapas da infecgao

que os compostos testes poderiam atuar.
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Figura 20- Atividade anti-herpética, em células Vero, dos derivados sulfatados de
botriosferana, SB e SP, adicionados simultaneamente a infecgdo por HSV-1.
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Tabela 7- Citotoxicidade em células Vero e atividade antiviral, pelo ensaio simultaneo,
de derivados de botriosferana, SB e SP, contra HSV-1.

Amostras HSV-1
DS CCso IC50 S
SB 0.82 > 500 4.4 >113,6
SP 0.49 250 >200 --
ACV* - >500 0,1 >5000

DS = Grau de substitui¢ao;

CCso = concentragéo citotoxica a 50% em células Vero (ug mL™);
ICso = concentragao inibitéria a 50% (ug mL™);

S| = indice de seletividade (CCso/ICso);

ACV = Aciclovir; * Controle positivo de atividade anti-HSV-1.
Fonte: o préprio autor

Assim como descrito na literatura cientifica, nossos estudos apontam

para a relacdo em que o grau de sulfatagdo € diretamente relacionado a atividade
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antiviral, especialmente pela inibigdo da infeccdo através da interacéo entre cargas
negativas (maior em SB) e positivas do envelope viral. Nesse caso, duas hipoteses
sdo sugeridas envolvendo i) as glicoproteinas do envelope de HSV, que séao
essenciais para a ligagao do virus a célula e subsequente fusdo com a membrana do
hospedeiro, permitindo a entrada na célula; e ii) os componentes celulares, como
heparan sulfato (HS) da superficie da célula hospedeira, ou formas sulfatadas de
glicosaminoglicanos, sendo relatados como essenciais para os estagios iniciais da
infeccdo (HIDARI et al.,, 2012). Assim, compostos que interfiram diretamente na
particula viral (efeito virucida) e/ou com componentes da membrana celular que atuam
como receptores para a adsorgao e entrada nas células hospedeiras sdo estratégias
interessantes para prevenir a infecgao viral e controlar a disseminagao.

A botriosferana aleatoriamente sulfatada, conforme demonstrado em
estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa, foi ativa contra virus envelopados e
parece funcionar por meio do mecanismo de bloqueio da entrada dos virus. Sacchelli
et al., (2019) sulfatou aleatoriamente a botriosferana com um DS de 1,1, que
apresentou ICso de 2,4 pug mL'. Ja quando primeiramente carboximetilada e
posteriormente sulfatada (LOPES et al., 2021), apresentou um ICso de 12,4 yg mL""
com um DS de 0,1. Quando submetida a oxidagdo e posteriormente a sulfatagéao
(Flavia Deduch, artigo de publicagdo em redagao), a botriosferana apresentou ICso de
10,2 ug mL-' com um DS de 0,3. Em todos esses estudos, a botriosferana nativa foi
utilizada como material de comparacéo, entretanto esta amostra ndo demonstrou
atividade significativa e/ou apresentou menos potencial que as amostras modificadas.

Ja no trabalho aqui relatado, a presenga de grupos sulfato na posi¢cao
C-6 das unidades de glucose na botriosferana sulfatada (amostra SB) foi
substancialmente mais importante do que nas outras posi¢des (por exemplo, na
amostra SP) para o desenvolvimento da atividade antiviral. Uma vez que a
botriosferana ¢ uma biomacromolécula de alta massa molecular (>1x10° Da), o
acesso aos grupos sulfato em C-6 € menos impedido do que aqueles presentes nas
posicdes C-2 ou C-4. Esse fato, aliado ao maior grau de substituicdo da amostra SB,
explica a maior diferenca na atividade anti-herpética em relacdo a amostra SP. A
simples diferengca no DS das duas amostras ndo pode ser considerada como o Unico
fator que explica a enorme diferenga na atividade antiviral. Cabe mencionar que a ICs
de um derivado sulfatado aleatoriamente por Sacchelli et al (2019), com DS de 0,4, foi
de 3,0 yg mL', enquanto a amostra SP, com DS de 0,49, foi quase inativa contra o
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HSV-1. Adicionalmente, cabe salientar que o heparan sulfato, receptor do hospedeiro
para o virus, similarmente também possui grupos sulfato em posicbes C-6, das
unidades de glucosamina.

Além disso, para associar com o envelope viral, a conformacéao
aleatdria dos monémeros constituintes da amostra SB pode mudar para que os grupos
sulfato carregados negativamente (em C-6) interajam de maneira ideal com os locais
carregados positivamente nas glicoproteinas do virus (ou seja, eles sdo menos
impedidos), como Zhang et al., (2003) sugere, assumindo uma conformagado de
carater de cadeia flexivel expandida. Estes resultados indicam que €& possivel
desenvolver uma relagéo estrutura-atividade com botriosferanas regiosseletivamente
sulfatadas e a inibicdo do virus da Herpes simples. Atualmente, ndo ha relatos na
literatura de estudos avaliando a relagdo da regioquimica dos grupos sulfato em B-
glucanas com a atividade anti-herpética.

A inatividade contra o virus DENV-2 pelas amostras relatadas neste
estudo indica que este virus foi mais resistente a inibigcdo por B-glucanas sulfatadas
quando comparado ao HSV-1. Estudos previamente desenvolvidos por nosso grupo
de pesquisa (SACCHELLI et al., 2019), demonstraram que botriosferanas sulfatadas
aleatoriamente (C-2, -4, -6) apresentaram atividade antiviral contra DENV-3 (ICso: 66,5
- 78,5 ug mL"), entretanto sendo necessario concentragdes mais elevadas para
inibicdo, que para a atividade anti-herpética. No mesmo estudo, foi possivel verificar
que a atividade anti-DENV nao apresentou uma relagcdo DS-dependente, em que
maior DS gerou maior grau de inibigédo viral. Assim, o padrao de substituicdo e o DS
dos derivados de BOT sulfatados podem desempenhar um papel importante na
inibic&o viral.

A sulfatacdo regiosseletiva em BOT, direcionada especificamente
para a posicao C-6, ou C-2/-4, e o grau de substituicao inferior a 0,8, ou mesmo o
sinergismo entre essas caracteristicas, ndo parecem ser adequados para a inibicao
do virus da dengue. Além disso, € importante destacar que cada polissacarideo,
devido a sua diferente composicao monomérica, conformacgao e substituintes e sua
frequéncia de ramificacdo ao longo da cadeia polimérica, também pode exercer
diferentes capacidades de atividade biolégica, por exemplo, carragenanas de algas
(DIOGO et al., 2015; F-TISCHER et al., 2006) contra herpes e dengue virus,
galactanas (CHATTOPADHYAY et al., 2007; KIM et al., 2022) frente herpes e SARS-
CoV-2, e outros glucanas (AHMAD et al., 2021; SOUSA et al., 2022) contra dengue e
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zika virus. No caso de biomacromoléculas derivatizadas quimicamente, o grau de
sulfatacdo pode influenciar diretamente nessa capacidade, pois um DS maior pode
otimizar suas atividades biolégicas. Deve-se notar que o BOT, que possui pequenas
ramificagdes (residuos unicos de glucose e gentiobiose) em frequéncia média de 5
unidades de glucose ao longo da cadeia principal ligada B-(1-3) (BARBOSA et al.,
2003; DE LOURDES CORRADI DA SILVA et al.,, 2005), pode ter sua interagéo
dificultada devido ao distanciamento de sua cadeia principal e, consequentemente,
dos grupos sulfato, do envelope viral. Ainda assim, a ICsg encontrada para o derivado
SB (4,4 ug mL") encontra-se dentro da faixa de atividade anti-herpética de potentes
polissacarideos sulfatados relatados na literatura (1 a 10 ug mL™") (WOUK et al., 2022).

Em um estudo desenvolvido por Queiroz et al.,, (2014), tais
pesquisadores utilizaram a ressonancia magnética nuclear combinada com dinamica
molecular para entender melhor a relacdo estrutura-fungdo de oligossacarideos
fucanas sulfatadas (formados por residuos de L-fucose). Em suas pesquisas
verificaram que as cadeias dissulfatadas nas posi¢cdes 4-axiais e 2-equatoriais
sofreram forgas eletrostaticas repulsivas e impedimento estérico, devido a especial
proximidade desses grupos. Além disso, nos oligossacarideos fucanas substituidos
apenas na posicao C-2, estes exibiram uma dinamica fortemente regulada por
ligacbes de hidrogénio. Dessa forma, fica mais facil entender os resultados
alcancados em nosso estudo. Por exemplo, a amostra SP, sulfatada
regiosseletivamente nas posi¢gdes C-2/C-4, pode sofrer as mesmas forgas repulsivas
e impeditivas, restringindo sua mobilidade e limitando sua atividade biolégica. A
amostra SB, sulfatada regiosseletivamente na posicdo C-6, ao contrario, nao
apresentaria tais impedimentos, podendo formar melhores interagbes com os

respectivos alvos (HSV-1).

5.6 OBTENCAO DE AMOSTRA SULFATADA (SB*) E CARACTERIZACAO PARA PRODUGCAO DAS
FORMULACOES

Com os primeiros objetivos do estudo cumpridos, foi possivel
estabelecer a relagdo estrutura-atividade entre as botriosferanas sulfatadas
regiosseletivamente e a atividade anti-herpética. Dessa forma, agora com a amostra
mais promissora (SB), demos continuidade ao desenvolvimento de produtos



83

nanoestruturados, um hidrogel e um gel-creme.

Para a producdo das formulagbes foi necessario, primeiramente,
realizar a sintese de mais quantidade de botriosferana sulfatada pela via branda (SB).
Procedeu-se com o mesmo protocolo descrito no topico 4.2.1, o qual rendeu uma
botriosferana sulfatada via branda (SB*) com DS um pouco maior de 1,1, o que
significa uma média de aproximadamente um grupo sulfato por unidade de glucose.
Além disso, a derivatizagdo foi confirmada via infravermelho (Figura 21), onde é
possivel observar as bandas caracteristicas da substituicdo por sulfatacdo em 1230
cm™ (vibragéo assimétrica S=0) e 802 cm™ (vibragao simétrica das ligagdes C-O-S
associada ao grupo C-O-SO37) (SACCHELLI et al., 2019).
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Figura 21- Espectros FT-IR de BOT e seu derivado sulfatado pela rota sintética via
branda SB* (com DS de 1,1).
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Dessa forma, como uma amostra com um novo DS foi gerada, a
triagem in vitro se fez necessaria. Na avaliagdo da atividade antiviral in vitro contra
HSV-1 a amostra SB* demonstrou inibicdo dose-dependente nas concentracoes
testadas, sendo de 74,3% em 100 ug mL™", seguida de 71,5% em 50 uyg mL"', 66,1 %
em 25 ug mL', 62,1% em 12,5 uyg mL™", 58,1% em 6 ug mL™"', 55,4% em 3 ug mL",
33,0% em 1,5 ug mL' e 24,5% em 0,32 ug mL-! (Figura 22). O ICs encontrado foi de
2,52 ug mL' e Sl > 79, com um CCsp > 200 ug mL™". Estes resultados demonstram
que a amostra SB*, com maior DS (1,1), demonstrou maior atividade anti-herpética,
revelando que amostras sulfatadas regiosseletivamente na posigcao C-6, com maiores
graus de sulfatacao, tém a capacidade de melhorar a atividade anti-herpética, ou seja,
serem DS-dependentes. Além disso, o aumento do grau de substituicdo pode ter
contribuido para a diferenca na citotoxicidade da amostra, quando comparada com a

SB. Cumpre ressaltar que o DS de 1,1 indica a sulfatagao de todas as posicées C-6,
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bem como a sulfatagdo residual de algumas posigbes C-2/C-4. Todavia, como
observado pela atividade antiviral da amostra, este fato ndo prejudicou a sua
capacidade inibitéria contra o HSV-1.

Assim, como observado anteriormente para derivados de
botriosferanas sulfatadas aleatoriamente (SACCHELLI et al., 2019), no qual revelam
que pequenas diferencas em suas atividades anti-herpéticas quando comparadas
com seus graus de substituicdo (ICso de 2,4 uyg mL™" para um DS de 1,1 e 3,0 ug mL™’
para um DS de 0,4), sédo suficientes para explicar diferengas na atividade antiviral. Da
mesma forma Wouk et al., (2022) relataram em seu estudo a atividade antiviral de
uma (1-6)-B-D-glucana linear quimicamente sulfatada (lasiodiplodana) contra o HSV-
1. Os autores apontaram que a B-glucana com um maior grau de sulfatacédo (1,61)
exibia um maior grau de inibigéo (6,1 ug mL™") contra o virus Herpes simplex, seguido

de 53,5 ug mL~" para um DS de 1,02 e >125 uyg mL~" para um DS de 0,18.

Figura 22- Atividade anti-herpética do derivado sulfatado de botriosferana, SB* (DS:
1,1) frente a HSV-1.
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Os efeitos de SB* contra HSV-1 KOS sao destacados na Figura 23. O
ensaio simultaneo (0h) é amplamente utilizado como triagem para a atividade antiviral

de um composto. Ao adicionar este composto simultaneamente com o virus a célula,
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a inibicdo da infecgao pode ocorrer por um ou mais mecanismos de agao, como efeito
virucida, inibigdo da ligagdo do virus ao receptor celular, interagdes com receptores
celulares diversos que alteram a maquinaria enzimatica da célula e
consequentemente impedem a replicagéo viral em alguma etapa posterior a adsorgao.
Dessa forma, quando SB* foi adicionado simultaneamente a infecgdo, manteve uma
inibigdo dose-dependente de 71% (50 ug mL"), 66% (25 pg mL™"), 62% (12,5 ug mL"
Y e 58% (6 pug mL"), com diferencas estatisticas e semelhante a SB, com
porcentagens de inibicdo viral acima de 50%, até a menor concentracéo testada.
Dessa forma, a agao de SB* também foi avaliada em algumas etapas especificas da
replicagédo viral - efeito virucida e tempo de adicdo de SB* pré (-3h) e pos (+3h)
infecgdo, com o objetivo de inferir o possivel mecanismo de agéo antiviral, em células
Vero.

Ao prétratar as células Vero com SB* 3 h antes da inoculagéo do virus
(pré-tratamento, -3 h), a botriosferana sulfatada demonstrou a capacidade de prevenir
a infeccao por HSV-1 de maneira dose-dependente, com inibigdes virais de 79% (50
ug mL"), 74% (25 yg mL"), 60% (12,5 ug mL") e 34% (6 ug mL"). Nessa fase, visto
que a amostra (SB*) € inicialmente aplicada nas células Vero, sendo apés 3 h retirada
por lavagem para posterior inoculagao viral, observa-se que a amostra também pode
ser capaz de estabelecer interagdes, em certo grau, com as células do hospedeiro,
impedindo a replicagao viral.

De forma semelhante, ao realizar o tratamento com SB* apés 3 h da
infecgao (pos-tratamento, +3 h), também se observou inibi¢gao viral, porém em menor
grau (53% para 50 ug mL™", 50% para 25 ug mL-', 41% para 12,5 ug mL-' e 31% para
6 ug mL"), com diferenca estatistica entre os tratamentos (p < 0,05). Esses resultados
sugerem um efeito terapéutico do composto, possivelmente por interagdes celulares
que comprometem a permissividade da célula na produgédo dos virions. O efeito
residual do composto, mantido durante as 72 h seguintes de incubacao, também pode
ser sugerido, comprometendo assim a disseminacao viral (efeito virucida e inibigdo da
adsorcao) nas células adjacentes. Por outro lado, apesar do tamanho e caracteristicas
da molécula em permanecer no meio extracelular, a capacidade de penetrar na célula
para inibir a replicagao viral ndo deve ser descartada. Entretanto, testes adicionais
seriam necessarios para comprovar esse mecanismo.

Dentre os mecanismos de ac¢ao avaliados, o ensaio virucida, que é a

inibicao direta na particula viral, mostrou maior inibicdo com 93,2% na concentragao
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de 50 ug mL" e redugéo da atividade em concentragdes menores (65,1%, 20,9%,
17,5% para 25, 12,5 e 6 ug mL™", respectivamente). Esse resultado corrobora com a
atividade de interagéo entre cargas dos polissacarideos sulfatados e o envelope viral,
sugerido anteriormente (HIDARI et al., 2012; WOUK et al., 2022).

Figura 23- Efeito inibitério da SB* contra HSV-1 KOS em diferentes estagios da
infecgao viral: atividade virucida (AV) e tempos variados de adicdo de SB* no pré (-3
h), durante (0 h) e pds (+3 h) infeccdo. As letras (a, b, ¢, d, e, f, g e h) representam as
diferengas estatisticas entre as concentragdes testadas para cada ensaio (p<0,05).
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Wouk et al., (2022) investigaram o tempo de adicdo de uma
lasiodiplodana sulfatada com um DS de 1,61 em relagdo as cepas de HSV-1 KOS
(sensivel ao aciclovir) e AR (cepa resistente ao aciclovir). Essa macromolécula,
quando avaliada contra a cepa KOS em diferentes etapas da replicacdo, mostrou
melhor efeito virucida (100% de inibigdo), comparado aos protocolos de pré (-3 h e -1
h) e pdés (+3 h) infecgdo. Os resultados foram semelhantes ao serem testados contra

a cepa AR, mostrando uma resposta dose-dependente em todos os protocolos
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avaliados.

Considerando que SB* apresentou melhor efeito virucida para a maior
concentragao testada, seguido de efeito de pré-tratamento, possivelmente impedindo
a adsorcao viral, sugere-se que SB* atue principalmente nas etapas iniciais da
infeccao viral, sendo um composto promissor no desenvolvimento de formulacao

topica.

5.6.1 Persulfatacao

Com o objetivo de obter uma botriosferana sulfatada com o maior
numero possivel de sitios substituidos, no caso as trés posi¢des possiveis (C-2, -4 e
-6), realizou-se a derivatizagdo quimica por persulfatacdo (amostra SPer). Nesta
reagao, seguiu-se o mesmo procedimento reacional descrito no topico 4.2.1, referente
a sulfatacdo branda (SB). Contudo, as proporgdes reacionais empregadas foram
distintas e mais drasticas, incluindo 48 equivalentes de agente sulfatante por unidade
de glucose (SO3-Py), 14 horas de reacdo, uma temperatura reacional de 40 °C e
realizacdo de 2 ciclos de sulfatacao.

Apesar da aplicagao dessas proporg¢oes, o grau de sulfatagdo obtido
foi de 1,2, nao diferindo substancialmente do alcangado pela amostra SB (1,1), o que
significa uma média de aproximadamente doze grupos sulfato a cada dez unidades
de glucose. A derivatizacdo foi confirmada via infravermelho (Figura 24), onde é
possivel observar as bandas caracteristicas da substituicao por sulfatacdo em 1226
cm™ (vibragédo assimétrica S=0) e 802 cm™ (vibragdo simétrica das ligagbes C-O-S
associada ao grupo C-O-SO3) (SACCHELLI et al., 2019).
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Figura 24- Espectros FT-IR de BOT e seu derivado exaustivamente sulfatado pela
rota sintética via persulfatagdo SPer (com DS de 1,2).

14 T

S
©
'S
c
:(E
£ _
w0
c
© 0.8
|
Do | <SBP
——BOT
’ I ! | : I i | Y I ' I ! |
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm™)

Fonte: o proprio autor

Apesar do rendimento reacional ter sido satisfatério, de 75,7%, nao
alcangcamos a substituicdo nas trés posi¢coes pretendidas. O elevado numero de
equivalentes por unidade de glucose introduzidos na reagédo nao foi suficiente para
derivatizar as posi¢des disponiveis para substituicdo. Também, ndo se pode descartar
a possibilidade da temperatura ou tempo de reacgao nao terem sido suficientes para
promover a persulfatacdo. Além disso, pode ter ocorrido a geragao de impedimento
estérico pelos proprios grupos sulfato, o que dificulta grandemente o avango da
derivatizacado. Diante disso, para dar continuidade a producdo das formulagdes,
optamos por utilizar a amostra SB*, obtida através da reacao de sulfatacdo branda,
visto que além de termos para essa amostra uma caracterizacdo estrutural, foi
realizada uma triagem bioldgica antiviral. E ainda, a diferenca entre o DS de SB* e

SPer foi considerada irrelevante.
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5.7 ATIVIDADE ANTICOAGULANTE DA BOTRIOSFERANA NATIVA E SULFATADA

Uma vez que os ativos se destinam ao uso topico em feridas causadas
pela herpes simples, as amostras sintetizadas neste estudo foram avaliadas quanto a
atividade anticoagulante, medindo-se o tempo de protrombina (PT) e o tempo de
tromboplastina parcial ativada (APTT). Os valores de referéncia para o indice de R
(razdo entre o tempo de coagulagdo de uma amostra, em segundos, e o tempo médio
de amostras normais) do PT e APTT situam-se entre 0,8 e 1,2, enquanto o tempo de
coagulagao de referéncia para o APTT varia de 24 a 38 segundos. Portanto, quando
esses valores excedem os limites de referéncia, indicam um prolongamento no tempo
de coagulacgao.

As amostras BOT, SB (DS=0,82), SP (DS=0,49) e SA (DS= 0,65)
nao demonstraram atividade anticoagulante em nenhuma das concentracdes testadas
e em nenhuma das metodologias (PT e APTT). Por outro lado, a amostra persulfatada
(SPer), que possui um DS (1,2) muito préximo ao DS da amostra SB* (1,1), a qual foi
incorporada nas formulagdes, exibiu atividade anticoagulante para o APTT em
concentragdes mais elevadas, com R=1,65 e t= 48 s (500 yg mL") e R= 2,84 e t=84
s (1000 pg mL™).

O método de avaliagdo de anticoagulagdo PT avalia o tempo
necessario para a formagao de coagulos através da via extrinseca da coagulagéo, ou
seja, aquela que € iniciada pela lesao vascular e envolve fatores como teciduais e
fatores VII, X, V e Il, como a protombina, além de ser sensivel ao anticoagulante
varfarina e a antagonistas da vitamina K. Ja o método APTT, avalia a via intrinseca
da coagulacao, que ¢ iniciada pelo contato do sangue com uma superficie carregada
negativamente e envolve fatores como o fator XII, XI, IX e VII, X, U e Il, além disso, &
sensivel ao anticoagulante heparina (MINISTERIO DA SAUDE, 2016).

Dessa forma, pode-se perceber o porqué nossa amostra ser
sensivel e demonstrar atividade no método APTT. Como estamos avaliando
polissacarideos sulfatados, a estrutura € muito semelhante a heparina, anticoagulante
sensivel ao método. Além disso, tais estruturas sao carregadas negativamente, que
interagem com o0 sangue, mais especificamente as estruturas carregadas
positivamente presentes no sangue, formando complexos ternarios entre
antitrombina, trombina e heparina/polissacarideos sulfatados (LI et al., 2004).

Em relacdo aos derivados, € possivel observar que o grau de
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substituicdo € um fator que influencia diretamente nesta atividade. Apenas a amostra
com maior grau de substituicdo (DS de 1,2) apresentou atividade anticoagulante,
entretanto somente nas concentracbes mais elevadas.

Liang et al., (2018) verificaram que polissacarideos de abodbora
modificados por sulfatagdo apresentaram maiores atividades anticoagulantes nos
métodos de PT, APTT e tempo de trombina (TT), quando o grau de substituicdo
permanecia maior. Tais autores observaram que a amostra com DS de 0,45
apresentou atividade de APTT com um tempo de 70,1 segundos, de PT com 18,6 s e
de TT com 48,7 s, resultando em um tempo maior que as demais amostras.

Além disso, vale ressaltar que esta atividade anticoagulante é
considerada baixa, dessa forma ndo impacta no desenvolvimento dos produtos

topicos aqui estudados. Entretanto, isso ndo cessa a possibilidade de estudos futuros.

5.8 OBTENCAO DAS FORMULACOES DE BOT SULFATADA A BASE DE LAPONITA E LECIGEL®

As formulagbes que foram objeto de estudo deste trabalho foram
preparadas segundo procedimentos descritos nos itens 4.4 e 4.5.

Ambas as formulag¢des produzidas, a base de Laponita e LECIGEL®,
apresentadas na Figura 25, sao destinadas para aplicagdo tépica, visto que se
destinam ao tratamento de lesdes herpéticas, dessa forma, precisam ser além de tudo

de facil aplicagao, agradaveis, ndo causando desconforto.

Figura 25- Aspecto das formulagdes a base de (a) Laponita e (b) LECIGEL®.

Fonte: o proprio autor

Como pode-se perceber, o hidrogel a base de Laponita (Figura 25 a)
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apresenta-se em um aspecto transparente e mais rigido quando comparado com a
formulacdo de LECIGEL®. Quando aplicado em uma superficie, demonstrou ser de
agradavel espalhabilidade, com uma secagem rapida e viscosidade que o impede de
escorrer. Ja o gel-creme a base de LECIGEL® (Figura 25 b) apresentou-se com
caracteristicas opacas e de coloragdo esbranquicada. E possivel perceber que é um
produto mais emoliente quando comparado a outra formulagdo. Quando feita sua
aplicacdo, também foi de rapida absorcdo, sem possibilidade de escorrimento,
agradavel espalhabilidade e sensacdo de hidratacéo. E importante mencionar que a
amostra de botriosferana sulfatada SB* foi incorporada diretamente nas formulagdes,
nao resultando em diferengas nos aspectos acima apresentados.

Tais caracteristicas sensoriais sédo justificadas e esperadas devido
aos ingredientes adicionados em cada formulagdo. Com LECIGEL® ha a formagéao de
uma emulsao, pois ha a incorporacao do silicone volatil que atua como um emoliente
e por isso confere a formulagdo uma fase oleosa, além disso € também adicionada a
glicerina que atua no sistema como um umectante que confere a formulagdo uma fase
aquosa. Dessa forma, quando misturados todos os ingredientes, ha a formacao de
uma emulsdo com todas essas caracteristicas sensoriais apontadas acima. Ja o
hidrogel de Laponita é formado apenas na fase aquosa, ndo apresentando tantas
caracteristicas sensoriais hidratantes quando comparado com a outra formulagao.

A partir desse momento, foram avaliados os quatro produtos, ou seja:
a base do hidrogel de Laponita (Base LAP), a base do gel-creme de LECIGEL® (Base
LECI), e as formulagdes ja com o ativo SB em sua formulagao (Hidrogel de Laponita
— HID LAP, e gel-creme de Lecigel — HID LECI), de modo a verificar que os proéprios
componentes das formulacdes, ou seja, as bases, possam atuar como um padrao,
confirmando que esses nao sao 0S responsaveis por possiveis resultados e

interferéncias que possam surgir.

5.8.1 Caracterizagao fisico-quimica das formulagdes
5.8.1.1 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Inicialmente, foram caracterizadas a botriosferana nativa (BOT) e a

amostra sulfatada selecionada para producao das formulagdes (SB*) por MEV. Tais
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micrografias estdo apresentadas na Figura 26.

Figura 26- Micrografias da BOT (a, b, ¢) e da amostra sulfatada SB* (d, e, f) por MEV.

Fonte: o proprio autor

Pelas micrografias apresentadas acima, é possivel verificar que a
botriosferana nativa (BOT) apresenta uma superficie plana, evidenciado na Figura
26a, semelhante a placas, com bordas irregulares com tor¢cdes ao longo de sua
extensao (Figura 26 b). Além disso, na Figura 26 c, observa-se a sec¢ao transversal
de uma dessas placas, na qual seu interior € organizado na forma de laminas. Da
mesma forma, Theis et al., (2017) observaram que uma p-glucana linear
(lasiodiplodana) apresentou uma macroestrutura irregular também lembrando placas
irregulares.

Por outro lado, em estudo desenvolvido por Kagimura et al., (2015b),
as micrografias de amostras de lasiodiplodana nativa (B-glucana linear), evidenciaram
a presenca de granulos esféricos em toda a superficie das placas que compunham a
macroestrutura do polimero. Tal diferenga pode ser justificada pela forma em que se
deu o cultivo submerso. Kagimura et al., (2015b) conduziu a fermentagdo em
biorreator de bancada com condigbes fermentativas diferentes daquelas utilizadas no
presente estudo e também por Theis et al., (2017).

A sulfatacdo promoveu mudangas morfolégicas na superficie do
biopolimero levando ao surgimento de estruturas fibrilares e aleatérias. Ainda ao longo

da superficie, é possivel ver alguns pontos onde as placas ainda permaneceram apos
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a sulfatacédo, entretanto, muito menos recorrentes, mais finas, com mais dobras e
torgdes (Figura 26 d). Tal observagao pode ser justificada pelo fato da sulfatacdo n&o
ter ocorrido de forma completa em toda extensdo e regides do polissacarideo. Na
Figura 26e, € possivel observar com mais clareza o agrupamento das estruturas
fibrilares e finas. Ja na Figura 26f, a micrografia evidencia que muitas dessas
estruturas na forma de fibras finas possuem espacos ocos em seu interior, que podem
ser promissores para processos de nanoencapsulamento. Sugere-se que estas
caracteristicas tenham contribuido para a maior solubilidade em agua observada para
os derivados sulfatados da BOT em comparacdo com a BOT nativa.

Calegari et al., (2017), reportaram intensas mudangas na area
superficial de amostras de lasiodiplodana sulfatada com DS de 0,24, comparadas a
amostra ndo derivatizada. Similarmente, Wang et al., (2005), também relataram
mudangas morfolégicas na superficie de uma (1—3)-B-D-glucana sulfatada com DS
de 0,36, observando rupturas na area superficial e o surgimento de fibras ao longo da
sua extensao.

Em seguida, as formulagdes foram submetidas a caracterizagéo por
MEV. As micrografias das HID LAP e HID LECI estdo apresentadas na Figura 27.
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Figura 27- Micrografias (MEV) das formulagdes a base de Laponita (a, b), e
LECIGEL® (c, d), com o ativo SB* incorporado.
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Fonte: o préprio auto

As micrografias do hidrogel de Laponita (Figura 27 a, b) apresentam
uma estrutura na forma de folhas finas, com bordas irregulares. Ja no gel-creme a
base de LECIGEL® (Figura 27 c, d), as folhas mostraram-se mais espessas, quando
comparadas com as de Laponita.

Por outro lado, Becher et al., (2019) demonstraram em suas
micrografias que os hidrogéis a base Laponita apresentaram-se em uma estrutura
uniforme com poros. Tal diferenga pode ser justificada pelo método de secagem. Em
nossa pesquisa, as formulacbes foram secas por liofilizacdo antes de serem
submetidas para analise, das quais foi retirada toda a agua presente em sua estrutura,
preservando ainda a sua rede tridimensional; ja no estudo desenvolvido por Becher et
al., (2019) apenas foi reduzida a pressao do equipamento a 130 Pa.
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Em contrapartida, Li et al., (2023a) desenvolveram um nanocompdésito
de hidroxiapatita/laponita/alginato, no qual em suas micrografias, o hidrogel de
Laponita se apresentou em um padrdo escamoso, muito semelhante ao encontrado
em nosso estudo.

Ao avaliar a organizagdo microscopica tridimensional dessas
formulagdes e relacionarmos com possiveis atividades bioldgicas, como a atividade
anti-herpética deste trabalho, uma maior area superficial influenciaria de maneira mais
efetiva a uma possivel inibicdo do HSV, por exemplo. Além disso, o hidrogel de
Laponita, por se apresentar na forma de folhas finas, e sua estrutura quimica em uma
forma mais ordenada como em “camadas ou pilhas” ou ainda em “House of Cards”,
contém espacos disponiveis para esse contato e preenchimento dessas lacunas,

podendo de certa forma haver um sequestro das particulas virais presentes no meio.

5.8.1.2 Analise térmica

Os perfis térmicos das amostras de BOT nativa e da amostra sulfatada
SB* estdo descritos na Figura 28, nas curvas termogravimétrica (TGA) e

termogravimétrica derivada (DTG).
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Figura 28- Curvas dos perfis térmicos (TGA e DTG) das amostras de BOT nativa (a)
e sulfatada SB* (b).
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Fonte: o proprio autor

A BOT apresentou trés estagios de perda de massa conforme pode
ser observado nas curvas de TGA e DTG (Figura 28a). A primeira perda de massa
ocorreu até 128 °C, correspondendo a eliminagao de agua de hidratagao. O segundo
estagio de perda de massa iniciou com um pequeno declinio em aproximadamente
146 °C, tendo um pico maximo entre 260 °C e 293 °C (curva DTG), ponto em que a
massa variou mais rapidamente, o qual corresponde a etapa de decomposi¢ao
térmica da amostra. O terceiro e ultimo pico, situado na faixa entre 381 °C e 678 °C é
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atribuido a decomposicao final, etapa de carbonizacdo da amostra.

A sulfatacdo da botriosferana promoveu mudangas no perfil térmico
da amostra SB* (Figura 28b). A amostra SB* também apresentou trés estagios de
perda de massa. O primeiro estagio, tipico da eliminagdo de agua, ocorreu até 140
°C, sendo esta faixa superior a temperatura de eliminagdo de agua da amostra néo
sulfatada (128 °C). Tal fendmeno pode ser atribuido a reducdo da hidrofobicidade da
macromolécula apdés a introdu¢do dos grupamentos sulfénicos (O-SOsH) pela
sulfatagao.

O segundo estagio ocorreu entre 190 °C a 280 °C, com um pico
maximo na curva de DTG em 220 °C, onde a perda de massa variou mais
rapidamente, correspondendo a decomposicao térmica da amostra. O ultimo evento
térmico, caracteristico da etapa de decomposicéo final, ou seja, carbonizagéo da
amostra, finalizou em 573 °C. Apesar do primeiro evento ter mostrado a maior
resisténcia térmica da amostra sulfatada, com as duas ultimas decomposigdes foi
possivel observar que a amostra sulfatada apresentou diminuicdo na estabilidade
térmica.

Estudos desenvolvidos por De Moura Neto et al., (2011) avaliaram o
perfil térmico de amostras de polissacarideos extraidos de cajueiros e derivatizados
por sulfatagdo. Neste trabalho, os autores também observaram que a amostra
permanecia estavel termicamente até aproximadamente 200 °C, e verificaram trés
estagios de perda de massa.

Zhang et al., (2016) avaliou o perfil térmico de um exopolissacarideo
microbiano, produzido por Streptococcus thermophilus GST-6 e seu derivado
sulfatado (DS 0,26). Estes autores reportaram a presencga de apenas dois estagios de
perda de massa e destacam uma pequena diminuicdo da estabilidade térmica da
amostra sulfatada.

Na sequéncia foram analisados os perfis térmicos das formulagdes

pelas curvas de DSC, que estado apresentados na Figura 29.
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Figura 29- Curvas dos perfis térmicos (DSC) das formulagdes nas faixas de (a) -20 a

200 °C e (b) 25a 100 °C.
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As curvas de DSC de -22 a 200 °C apresentam em geral dois eventos

térmicos, ambos representados por picos endotérmicos (Figura 29a). O primeiro em

aproximadamente 0 °C para todas as amostras, que pode ser caracterizado pela

temperatura de fusdo das amostras, visto que ambas as formulagdes sdo em grande

parte constituidas por agua. O segundo evento térmico, ocorreu na faixa de

temperatura de 63 a 70 °C, que pode ser indicativo de desidratagado das amostras.

Além disso, € possivel observar na Figura 29b, que a incorporagao do

ativo botriosferana sulfatada SB* parece ter auxiliado levemente no aumento da

estabilidade térmica das formulagdes, tanto nos produzidos com Laponita, quanto os
com LECIGEL®, devido ao fato das curvas das amostras HID LAP (SB*) (linha em
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verde) e HID LECI (SB*) (linha em rosa) estarem mais deslocados para a direita, em

relacdo as formulagdes com a botriosferana nativa (BOT).

5.8.2 Estabilidade preliminar

Estudos de estabilidade sdo de grande importancia no
desenvolvimento de novos produtos, principalmente os destinados a
utilizagdo/consumo humano. Tais analises sdo descritas pela ANVISA (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria), a fim de estabelecer critérios sobre prazos de
validade, condigbes e materiais de armazenamento, além de assegurar a qualidade
fisica, quimica, microbiolégica e toxicolégica de tais produtos. Além disso, é
imprescindivel que os produtos desenvolvidos tenham suas propriedades sensoriais
adequadas para sua finalidade, para que entdao o produto final tenha aceitacéo e
adesao dos consumidores.

Os resultados obtidos na analise da estabilidade preliminar dos
produtos estdo apresentados na Tabela 8.

As quatro formulagdes desenvolvidas apresentaram-se estaveis
(nenhuma mudanga - N) quando submetidas as condicbes de estresse térmico
durante os 15 dias, ndo sendo identificados sinais de instabilidade em relacdo as
propriedades organolépticas como a aparéncia, cor, odor e homogeneidade. A
aparéncia se manteve intacta, sem formagdo de qualquer tipo de col6nias ou de
contaminacgao ou alteragao da turbidez dos produtos. Em relag&o a cor, os hidrogéis
de Laponita se mantiveram transparentes e os géis-creme de LECIGEL®
esbranquigados, caracteristicos dos ingredientes utilizados na formulacdo. Ambas as
amostras ndo apresentaram odor caracteristico de contaminagao microbioldgica, nem
apos imediata producao, nem apos estresse térmico de 15 dias. Nao houve separagao
de fases com o teste de centrifugacao (Figura 30).

Em relacédo a densidade, é possivel perceber que todos os valores de
densidade, tanto pré quanto pos estresse térmico sdo muito préximos ao valor de
densidade da agua, visto que é seu componente majoritario. Além disso, tanto a
incorporagao do ativo (SB*), quanto a variagao de temperatura, ndo demonstraram

interferir nesta propriedade.
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Tabela 8- Resultados dos testes de estabilidade preliminar com as formulagdes de
Laponita e LECIGEL® (bases e com amostra SB* incorporada).

Amostras

Base LAP HID LAP Base LECI HID LECI

Testes 0 dias 15 0 15 0 15 0 15
dias dias dias dias dias dias dias

Aparéncia N N N N N N N N

Cor N N N N N N N N

Odor N N N N N N N N

Centrifugagao N N N N N N N N
Densidade 1,019 1,06 1,018 1,02 1,019 1,004 1,021 1,004

(g/cm®)

pH 8,89 8,38 8,21 8,35 7,24 7,25 6,98 7,09

N: nenhuma mudanga;

L: ligeiramente modificado;
M: modificado;

F: fortemente modificado.
Fonte: o préprio autor

Figura 30- Resultados do teste de centrifugacao (a) pré-estabilidade e (b) apdés 15

Lo L

(a) amostras da esquerda para direita — Base LAP, HID LAP, Base LECI e HID LECI; (b) amostras da
esquerda para direita — Base LAP, HID LAP, Base LECI e HID LECI.
Fonte: o proprio autor

O pH é um fator muito importante para produtos labiais, visto que este
trabalho visa desenvolver produtos para combater o herpes labial. Costa et al., (2022)
relatam que o pH ideal de compatibilidade com a saliva e labios humanos € entre 6,0-
7,0. Segundo resultados obtidos, € possivel verificar que os géis-creme a base
LECIGEL® (tanto pré, quanto pds estresse térmico) se encontram mais proximos a
essa faixa. De fato, esse produto é de uso especifico para formulagdes
dermocosmeéticas, nao apresentando nenhum imprevisto em todo seu processo de

utilizagcdo, como em relagdo ao pH ou qualquer outro aspecto técnico, no qual todas
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as especificagdes atendem os requisitos de analise de produtos como hidrogéis labiais
(pH e caracteristicas organolépticas, por exemplo).

Ja em relagéo aos hidrogéis de Laponita, o pH mostrou-se acima do
valor ideal. Como mencionado em topicos anteriores (3.5.1), a Laponita por si s6 em
solugao apresenta um pH de 8,5, ndo suportando pH inferior a 7,0, pois se degrada,
entretanto, apesar de todos esses fatores, esse produto ndo apresenta citotoxicidade.
Durante o processo de desenvolvimento dos hidrogéis de Laponita, o pH foi reduzido
a 7,0 com uma solugao de acido citrico a 20%, entretanto, foi observado que apos
alguns dias o pH voltava a aumentar.

Destaca-se que sabonetes em barra comumente apresentam pH>8,0
(VOLOCHTCHUK et al., 2000), dessa forma sugere-se uma certa seguranga em se
fazer uso de produtos com tais caracteristicas, desde que outros aspectos de
seguranga estejam de acordo, como ¢é o fato da capacidade de irritagdo dérmica, que
sera relatada nos proximos tépicos.

O perfil de espalhabilidade das amostras pré e pos 15 dias de estresse
térmico esta apresentado na Figura 31. A espalhabilidade indica a area na qual uma
formulagdo tépica se espalha durante sua aplicacdo. Um baixo valor de
espalhabilidade pode resultar em uma distribuicdo desigual do produto, afetando a
dose de aplicagdo e por consequéncia uma possivel eficiéncia dos ativos
(MONTENEGRO et al., 2015). Além disso, produtos com baixa espalhabilidade n&o
possuem boa aceitagao pelos consumidores.

E possivel verificar que os géis-creme produzidos com LECIGEL®
apresentaram, em geral, valores maiores de espalhabilidade, permanecendo todos na
area superior dos graficos da Figura 31, tanto pré quanto pds estresse térmico de 15
dias. O maximo valor obtido de espalhabilidade foi de 754,9 mm? com o gel-creme
produzido com LECIGEL® ja com o ativo incorporado (SB*) durante a pré estabilidade
(HID LECI), quando o peso da placa de 33,904 g foi utilizado. Os dados das analises
demonstraram, em geral, que ocorreu um aumento constante no perfil da
espalhabilidade dos géis-creme com LECIGEL® na medida do aumento dos pesos.
Além disso, a sua espalhabilidade foi superiore aos resultados com Laponita,
demonstrando que a formulagdo do primeiro apresenta maior capacidade de
espalhabilidade. Isso pode ser justificado pelos ingredientes que compdéem a sua
formulagcdo, como o silicone volatil que torna o produto mais emoliente, além do
proprio LECIGEL®.
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Figura 31- Perfil de espalhabilidade das amostras (Base LECI, HID LECI, Base LAP
e HID LAP) (a) pré e (b) pos estresse térmico de 15 dias.
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Fonte: o proprio autor

Ainda sobre a formulagédo dos géis-creme de LECIGEL®, todas elas
apresentaram resultados melhores antes da aplicagao do estresse térmico de 15 dias,
como mostrado na Figura 31a. Tal observagdo sugere que o aquecimento e
resfriamento podem ter causado pequenas mudangas morfolégicas no produto,
afetando a sua capacidade de espalhabilidade. Além disso, a incorporagéo do ativo
SB* parece ter melhorado a espalhabilidade dos géis-creme produzidos com
LECIGEL®, visto que as amostras HID LEC Pré est. (754,9 mm?) e HID LEC Pos est.
(632,4 mm?) apresentaram melhores resultados quando comparadas com as bases
(Base LECI Pré est. 660,7 mm?, Base LEC Pés est. 544,5 mm?), por exemplo, sob
peso de 33,904 g. Pela analise estatistica, observa-se que somente a comparacao
entre os conjuntos pés-tratamento térmico da Base LECI e HID LECI n&o apresentou
diferenga estatisticamente significativa; todas as demais comparacdes demonstraram
diferengas estatisticas.

Ja em relacéo aos hidrogéis de Laponita, ndo € possivel estabelecer
nenhuma relagdo na espalhabilidade entre o conjunto de Base e HID pré e pos
estresse térmico. Tais valores apresentaram-se intercalados em todos os pontos sob
aplicacao de peso. Além disso, o ativo incorporado (SB*), parece nao ter interferido
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na espalhabilidade dos hidrogéis.

Por fim, em relagdo a embalagem, acredita-se que para futura
comercializagdo a melhor seria do tipo bisnaga opaca, como demonstrado na Figura
32. Dessa forma, o produto torna-se de facil aplicacao, diretamente com a propria

embalagem sem necessidade do contato com as maos do consumidor final.

Figura 32- Embalagem para comercializagao futura das formulagdes, como produtos
antivirais.

Fonte: o proprio autor

5.9 ANALISES BIOLOGICAS DAS FORMULACOES

5.9.1 Citotoxicidade e atividade antiviral in vitro das formulag¢des

Com as formulagbes ja desenvolvidas, caracterizadas fisico-
guimicamente e realizadas as analises de estabilidade, o proximo passo foi avaliar a
sua eficacia biolégica. Para isso, as formulagdes inicialmente foram submetidas a
avaliagao citotoxica pelo teste MTT. Com este teste € possivel verificar a capacidade
das substancias, ou neste caso, dos produtos desenvolvidos, de causar alteragdes as

células.
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Os resultados da atividade citotoxica das formulagbes estao
apresentados na Figura 33. E possivel observar no grafico que os géis-creme
produzidos com LECIGEL® sem adicdo de conservante nao exerceram citotoxicidade
em nenhum grau, ou seja, mantiveram a viabilidade celular em 100%. Tais produtos
sdo os unicos que diferiram estatisticamente entre si e das demais amostras. Ja os
géis-creme também produzidos com LECIGEL® porém com a adi¢do de conservante,
resultaram em viabilidade celular reduzida, ou seja, menor quantidade de células
viaveis, (HID LECI c/c: 1,16% e Base LECI c/c: 6,41%), como ja era o esperado. O
uso de conservantes é justificado em formulagdes farmacéuticas, visto que seu uso e
concentragdes utilizadas sado recomendadas e nao influenciam no produto final. Além
disso, tais resultados servirdo de comparagao em resultados mais a frente.

Em relagdo ao hidrogel a base de Laponita, € possivel verificar que
os produtos ja incorporados com o ativo (SB*) apresentaram uma melhor viabilidade
celular quando em comparagao com as bases (HID LAP Ativo c/c: 20,42%; HID LAP
Ativo s/c: 24,61%; Base LAP c/c: 8,37%; e Base LAP s/c: 2,72%), mostrando que a
botriosferana sulfatada, nesse caso, aparenta proteger de alguma forma a integridade
celular.

Quando comparamos os dois produtos desenvolvidos as bases de
LECIGEL® e Laponita, é clara a menor citotoxicidade dos primeiros em comparagao
aos segundos, mesmo assim, ambos os produtos seguiram para teste in vitro, para

avaliacido da atividade antiviral.
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Figura 33- Atividade citotoxica das formula¢des desenvolvidos (HID LECI, Base LECI,
HID LAP e Base LAP).
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s/c: sem conservante; c/c: com conservante.

As letras diferentes representam diferenca estatistica p < 0,05, e os resultados foram expressos como
média * desvio padrao de triplicatas reais.

Fonte: o proprio autor

E crucial ressaltar que a diminuicdo na viabilidade celular, conforme
evidenciado na Figura 33, ndo sugere, necessariamente, que o produto seja toxico
para uso humano durante sua aplicacao final. Isso ocorre devido a menor densidade
celular na cultura in vitro em comparagdao com o tecido humano. Entretanto, para
realizacao do teste de eficacia antiviral e a caracteristica de dependéncia das células
pelos virus, faz-se necessario a determinagcéo da maior concentragao nao citotoxica
do produto in vitro. Dessa forma, os produtos desenvolvidos foram avaliados também
quanto a citotoxicidade das formulagdes diluidas 10 e 100 vezes, a partir da

concentragao de uso (Figura 34).
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Figura 34- Citotoxicidade (% de células viaveis) em células Vero, apos 72 h de contato
com as formulagdes, nas diluigdes (1/10 e 1/100).
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s/c: sem conservante; c/c: com conservante.

As letras diferentes representam diferenca estatistica p < 0,05, e os resultados foram expressos como
média * desvio padrao de triplicatas reais.

Fonte: o proprio autor

Nos hidrogéis desenvolvidos com Laponita, as bases (c/c e s/c) na
diluigdo 1/100, exibiram 79,2% e 73,0% de células viaveis, respectivamente.
Resultado semelhante foi observado com os hidrogéis incorporados com botriosferana
sulfatada (1/100), cujas porcentagens de células viaveis foram de 93,0% (c/c) e 81,3%
(s/c). A alta porcentagem de células viaveis também foi mantida para os géis-creme
produzidos com LECIGEL®, de 95,7% para base com conservante e de 90,3% para
o gel-creme incorporado com o ativo. Como a diluicdo 1/100 n&o foi citotéxica para
todos os produtos, essa diluigao foi a escolhida para ser adicionada a célula, apés o
teste virucida.

Com o objetivo de confirmar a eficacia das formulagdes-teste
contendo SB*, estas foram primeiramente avaliadas in vitro, através do ensaio virucida
frente @ HSV-1 KOS (Figura 35). E possivel observar que as amostras que
apresentaram melhores resultados, ou seja, uma atividade virucida, foram todas as

amostras do hidrogel desenvolvido a base de Laponita. Os melhores resultados séao
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apresentados pela amostra HID LAP incorporada com ativo (SB*) sem adigdo de
conservante s/c (68,8%), seguida da Base LAP com adicao de conservante c/c
(67,3%), Base LAP s/c (65,2%) e por fim HID LAP Ativo c/c (60,2%). Neste teste, fica
claro que a adicdo ou ndo do conservante néo interfere na atividade antiviral dos
produtos.

A atividade antiviral do gel-creme a base de LECIGEL® nos testes in
vitro apesar de ser pouco satisfatdria ndo cessa a avaliacdo deste produto, visto que
este produto, quando incorporado da botriosferana sulfatada, forneceu no teste de
citotoxicidade alguma protecao a nivel celular. Dessa forma, tais resultados, tanto dos
geéis-creme de LECIGEL® quanto de Laponita, devem e foram avaliados sob
perspectivas de matrizes bioldgicas, ou seja, em sistemas vivos como camundongos.
Dessa forma, quando submetidos a essas analises, ha outros interferentes no
sistema, e assim pudemos avaliar se houve alteragdo de parte ou de quase toda a

interpretacao destes resultados in vitro.

Figura 35- Atividade antiviral in vitro das formulagdes desenvolvidos (HID LECI, Base
LECI, HID LAP e Base LAP).

80
70
60 |
5 50
>
o 40—
On
e}
£ 304
=X
20 Cd
10 4
a a
0 I I
< g¢ o
Lo Gl U N
<© Y 2% 222
‘3\\0\' ‘c\\o\’ \el )

c/c: com conservante; s/c: sem conservante;
As letras diferentes representam diferenca estatistica p < 0,05, e os resultados foram expressos como

média * desvio padrao de triplicatas reais.
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Fonte: o préprio autor

5.9.2 Avaliagao antiviral in vivo das formulag¢des

Produtos farmacéuticos de uso tépico devem sempre ser avaliados
quanto ao seu potencial de irritabilidade e alergénico. Esses testes sao realizados
inicialmente em animais de experimentacdo, com a aprovacado de um comité de ética,
e em uma proxima fase em voluntarios humanos. Neste estudo, avaliamos
inicialmente a capacidade de irritacdo dérmica das formulagcdes aqui desenvolvidas
(HID LAP, Base LAP, HID LECI e Base LECI).

Nenhuma das formulagdes avaliadas apresentou qualquer nivel de
irritacdo dérmica na pele dos camundongos, até o 7° dia de observagdo, como
mostrado na Figura 36. Mesmo o hidrogel a base de Laponita, cuja formulagéo
apresentou um pH de 8,6 em média, ndo provocou irritagcdo dérmica, demonstrando o
uso seguro de todos os produtos. Vale ressaltar que tal resultado para irritacéo
dérmica pode ser justificado ao fato dos componentes, principalmente da Laponita,
nao serem toxicos, e de sua aplicacido para tratamento cutaneo anti-herpético durar

em média sete dias (aqui neste estudo), ou seja, nao ter um uso prolongado.
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Figura 36- Resultados da irritagdo dérmica apos sete dias de observagao (a) grupo
controle e (b) aplicagdo das formulagdes teste.

a)

.

Fonte: o proprio autor

Em relacdo a atividade anti-HSV-1 in vivo dos tratamentos com as
formulacdes, os resultados estdo apresentados na Figura 37. E possivel observar que
apenas no terceiro e sexto dia o controle viral mostrou-se estatisticamente diferente
frente aos tratamentos com HID LAP e HID LECI (Figura 38). Nos demais dias do
experimento, ndo se obteve diferengas estatisticas entre as formulagdes contendo a
glucana sulfatada SB* (HID LAP e HID LECI) e as formulagdes base (Base LAP e
Base LECI) com o controle viral (Figura 37). Além disso, a porcentagem de ativo
incorporado em ambas as formulagdes (0,03-1,25%) pode justificar a auséncia de uma
diferenga estatistica entre ambas. A formulagao de referéncia aciclovir (ACV) inibiu a
infeccdo desde o terceiro dia, resultando desde entdo estatisticamente diferente.
Apesar das formulagdes a base de Laponita terem apresentado resultados
promissores na atividade antiviral in vitro, as formulagbes a base de LECIGEL, no
teste in vivo, demonstraram resultados muito proximos. Isso pode ser justificado pelo
fato da infecgdo por HSV-1 ser uma infecgéo toépica, assim quando adicionada uma
barreira fisica ou ainda produtos que auxiliem a manter a hidratagao sobre as feridas
(neste estudo o hidrogel e o gel-creme), pode ter contribuido para manter a infecgao

em um mesmo nivel de score. Além disso, a composigao, ou seja, 0 sinergismo dos
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componentes das formulagdes pode ter mascarado a presenca do ativo incorporado,
e ter prejudicado em algum nivel a sua atividade bioldgica. Dessa forma, por enquanto,
podemos dizer que ambos os produtos sdo capazes de manter a infecgdo viral sob
controle.

Durante a analise in vivo (Figura 39), foram observadas as lesdes
provocadas por herpesvirus ao longo do experimento, incluindo a formagéo de
erosbes e ulceragdes vesiculares. Notavelmente, nos grupos submetidos aos
tratamentos com as formulagdes (Laponita e LECIGEL®), as lesbes apareceram de
maneira mais concentrada e localizada. Esses resultados sugerem que o0s
tratamentos podem ter exercido sua influéncia somente quando o virus foi liberado
das células ja destruidas. Quando o virus infecta uma célula hospedeira, seu ciclo de
multiplicagao ocorre até que a célula seja destruida, liberando milhares de novos virus
(disseminacdo) com o objetivo de continuar a infeccdo em novas células.
Considerando que o tratamento foi iniciado quatro horas apds a inoculagéo, ou seja,
quando o virus ja estava em processo de multiplicagdo dentro das células
hospedeiras, as formulagbes incorporadas com botriosferana sulfatada parecem agir
principalmente contra os virus ja replicados, sem impedir as lesdes iniciais. Isso ocorre
porque as células que serviram como hospedeiras para a multiplicagao viral ja foram
destruidas, desencadeando as lesdes observadas. Porém, considerando a infecgao
herpética como permanente e latente, nosso experimento mimetizou a condi¢ao de
infecgao in vivo. Convém salientar ainda que o0 mecanismo proposto para a inibicao
por derivados sulfatados de BOT descreve um bloqueio na adsor¢ao das particulas
virais as células hospedeiras. Tal mecanismo é observado no meio extracelular. E

importante destacar que esta analise por escores é uma analise visual e qualitativa.
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Figura 37- Resultados de escore da analise in vivo, referentes a todos os dias de
experimento, aplicando as formulagdes testadas.
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Fonte: o proprio autor

Figura 38- Resultado da atividade antiviral in vivo do (a) terceiro e (b) sexto dia,
aplicando as formulacdes testadas.
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As letras diferentes representam diferenga estatistica p < 0,05, e os resultados foram expressos como
média + desvio padrao de triplicatas reais.
Fonte: o proprio autor
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Figura 39- Resultados da analise in vivo durante todos os dias de aplicagdo das
formulagbes testadas (Base LAP, HID LAP, HID LECI e Base LECI) em feridas
geradas pela infecgao pelo HSV-1 (KOS).
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Fonte: o proprio autor

O grupo de controle positivo, ou seja, sem nenhum tratamento,

chegou ao 7° dia de observagao com escore 5 de lesbes, apresentando lesdes
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zosteriformes severas. Ja o grupo controle negativo, com tratamento de aciclovir
(CIMED Industria S.A. Lote 2215009), ao final do ultimo dia apresentou uma média de
escore 0,5, ou seja, alguns animais ja ndo apresentavam lesdes visiveis, enquanto
outros possuiam poucas ou quase nenhuma vesicula (Figura 40 a e b). A cepa de

HSV-1 (KOS) usada nos testes in vivo é sensivel ao aciclovir.

Figura 40 - Resultados dos controles (a) negativo e (b) positivo da analise antiviral in
Vivo.

Fonte: o proprio autor

N&o ha na literatura cientifica estudos in vivo desenvolvidos sobre
formulacdes a base de Laponita ou LECIGEL® para tratamento tépico de infecgdes
causadas por herpesvirus. Entretanto, ha trabalhos com tais compostos no
desenvolvimento de novos biomateriais para atuar frente a outras doencgas.

Li et al., (2023a) desenvolveram em sua pesquisa um nanocomposito
de hidroxiapatita/Laponita/alginato injetavel para tratamento de aumento d&sseo
microinvasivo. Tais autores realizaram testes in vitro e in vivo, a fim de avaliar o perfil
de inchago, comportamento de degradacao, propriedades mecanicas, morfologias de
superficie, citocompatibilidade e atividade de inducao éssea desses hidrogéis. Como
resultados, verificaram que os hidrogéis promoveram significativamente a
diferenciagcao osteogénica in vitro e aumento ésseo in vivo, revelando sua potencial
aplicabilidade no aumento 6sseo microinvasivo subperiosteal.

Shao et al., (2023) estudaram a producdo de um novo hidrogel
antibacteriano composto por quitosana, e-polilisina e reticulado com glutaraldeido e

Laponita, com o objetivo de atuacdo em adesivos clinicos para cicatrizacao de feridas.
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Tal hidrogel demonstrou propriedades antibacterianas eficazes e excelente
biocompatibilidade. Com os testes in vivo, as feridas tratadas com o hidrogel exibiram
0 processo de cura significativamente mais rapida em comparagdo com o grupo
controle, onde ja no 3° dia de tratamento, as feridas ja se apresentavam com boa
aparéncia, e no final do experimento (12° dia) quase completamente cicatrizadas.
Alvarenga, (2018) desenvolveu em seu trabalho uma pomada para
tratamento de psoriase (dermatite induzida por imiquimode) composta por 6leo de
semente de maracuja in natura 20% e LECIGEL® 2%. O tratamento in vivo foi
realizado durante 15 dias consecutivos, no qual foi possivel observar que o quadro
inflamatoério induzido por imiquimode nas orelhas dos camundongos foi
consideravelmente reduzido. Além disso, pela andlise imuno-histoquimica na
epiderme, observou-se um aumento na formagao de corpos apoptdticos, diminuicdo
da hiperplasia epitelial e redugdo do infiltrado inflamatério, demonstrando que a
pomada desenvolvida é promissora para o tratamento anti-inflamatorio da psoriase

induzida por imiquimode.

5.9.3 Avaliagao histolégica do experimento in vivo

Pela analise histolégica, ndo foram observadas alteracdes
importantes no grupo controle negativo (escarificagdo). No grupo controle viral, a
infecgcdo por herpesvirus resultou principalmente em alteragdes inflamatérias na
epiderme, derme e hipoderme; proliferativas (hiperceratose e hiperplasia);
degenerativas (espongiose discreta) e necroéticas epidérmicas. O tratamento com
aciclovir foi eficaz em reduzir qualitativamente as alteracbes morfoldégicas quando
comparado ao controle viral, resultando em espongiose, hiperplasia epidérmica e
inflamacao dérmica discretas com inflamacgao epidérmica discreta a moderada.
Nos grupos de avaliagao da irritacdo dérmica HID LAP, Base LAP,
HID LECI e Base LECI havia alteragdes proliferativas discretas como hiperceratose e
hiperplasia epidérmica, entretanto, ndo houve lesbes relevantes que indiquem
citotoxicidade do produto.
Nos grupos de tratamento envolvendo infeccéo viral , o tratamento
com Base LAP e HID LAP apresentou discreta redugao nas alteragdes morfoldgicas,

entretanto, o escore final foi maior em relagdo ao grupo tratado com aciclovir (ACV),
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como pode ser observado na Figura 41. O mesmo comportamento foi observado nos
grupos tratados com Base LECI e HID LECI. Todavia, a intensidade e extens&o das
lesdes observadas para os grupos HID LAP e Base LECI foram paradoxalmente mais
severas quando comparadas ao controle viral. As alteragdes histologicas e escore dos

animais analisados individualmente encontram-se na Tabela 9.

Figura 41- Fotomicrografias das lesées observadas. a) Grupo escarificagdo, sem
alteracdes histopatoldgicas. b) Grupo controle viral, ha moderada hiperceratose,
hiperplasia epidérmica e necrose epidérmica. O infiltrado inflamatério € moderado a
acentuado e composto por linfocitos, plasmécitos, macrofagos e raros neutréfilos que
expandem a derme e invadem a epiderme. c) Grupo base LAP, observa-se alteragoes
proliferativas moderadas (hiperceratose e hiperplasia epidérmica) com discreta
espongiose e infiltrado inflamatério composto por linfécitos, plasmadcitos e macrofagos
na derme. d) Grupo HID-LAP, ha discreta hiperceratose, inflamagdao em derme,
necrose epidérmica e espongiose.
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Fonte: o proprio autor
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Tabela 9- Resultados histolégicos da pele dos animais avaliados contendo os critérios
do escore tecidual e seu fator de severidade. A intensidade e extensido das lesbes
foram classificadas em ausente (0 — verde); discreta (1 — amarelo); moderada (2 —
laranja); e acentuada (3- vermelho).
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Fonte: o préprio autor

Os resultados da avaliagao histologica da pele dos camundongos dos
grupos submetidos ao experimento in vivo, apesar de mostrarem alguns paradoxos
(escore superior ao controle viral para alguns grupos tratados com as formulagdes),
indicam que as formulagdes desenvolvidas podem ajudar no controle das lesbes

causadas pela infeccdo pelo HSV-1. Entretanto, percebe-se que a eficacia do
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medicamento de referéncia (ACV) ainda é nitidamente superior.
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6 CONCLUSAO

Neste estudo, a sulfatagédo regiosseletiva de uma (1—3)(1—6)-3-D-
glucana (botriosferana) foi realizada, gerando dois produtos com DS de 0,82 (SB) e
0,49 (SP). A diferenca de DS de uma amostra para a outra pode ser atribuida
principalmente ao impedimento estérico gerado pelo grupo protetor presente na
sintese da amostra SP. Bandas de absorcao no infravermelho caracteristicas de
sulfatacdo foram observadas nos espectros de ambas as amostras. A partir dos
espectros de RMN, a posic¢ao da sulfatacao foi deduzida em C-6 para SB e C-2/C-4
para SP, confirmando o sucesso das derivatizagdes regiosseletivas.

Tais derivados nao apresentaram citotoxicidade relevante em células
Vero. A avaliagado da atividade antiviral mostrou que a amostra sulfatada na posicéo
C-6 (SB) exibiu notavel inibicao contra o HSV-1 (ICso: 4,4 ug mL™"), enquanto, ao
contrario, a amostra SP mostrou-se pouco ativa. Assim, torna-se possivel estabelecer
uma relagao estrutura-atividade para 3-glucanas (pelo menos para a botriosferana),
em que a presenca de grupos sulfato, especialmente na posigao C-6, é crucial para a
atividade antiviral contra o HSV-1. Por outro lado, os derivados foram inativos contra
0 virus da dengue, confirmando a menor suscetibilidade deste virus a glucanas
sulfatadas. E ainda, conclui-se que estas amostras n&o possuem atividade
anticoagulante. Somente a amostra sulfatada com maior DS (SPer) demonstrou uma
leve atividade anticoagulante na maior concentragao testada (APTT, R = 1,65 e t=48
S).

Em um segundo momento, foi possivel desenvolver duas
formulagdes, uma a base de Laponita e outra a base de LECIGEL®, incorporadas com
botriosferana sulfatada (SB*), nas quais tal inser¢cdo da amostra sulfatada melhorou a
estabilidade térmica de ambos os produtos. Para a preparacao destas formulagdes,
uma nova producao de botriosferana sulfatada foi realizada (SB*), obtendo-se uma
amostra com um DS um pouco superior (1,1) e com um ICso de 2,52 ug mL",
confirmando que maiores DSs contribuem para maiores atividades anti-herpéticas.
Além disso, com essa amostra, observou-se que a botriosferana sulfatada age através
do mecanismo de acao viral de efeito virucida, possivelmente pela inibicado da
adsorcao do virus nas células hospedeiras, alcangando uma inibi¢ao viral de 93% na
maior concentracgao testada.

As formulagbes apresentaram-se estaveis, com caracteristicas
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sensoriais em geral semelhantes, entretanto o HID LECI mostrou-se com uma melhor
espalhabilidade. Além disso, apresentaram-se homogéneas, ndo causando irritagdes
dérmicas e de facil uso e aplicacao. Tais formulagdes ndo apresentaram citotoxicidade
em células Vero. A avaliagao de atividade antiviral in vitro mostrou maior inibigéo viral
para HID LAP (68,8%). Quando avaliados in vivo, observou-se diferenca estatistica
entre controle viral e as formulagcdes com ativo no terceiro e sexto dias, indicando que
tais produtos auxiliam no controle da replicacdo viral. Quando avaliamos a nivel
celular, pode-se perceber que o hidrogel de Laponita com o ativo e a Base de
LECIGEL® apresentaram discreta redugéo nas alteragdes morfologicas. Ainda assim,
a eficacia destas formulacdes foi inferior ao medicamento de referéncia (ACV). O
desenvolvimento de formulagdes contendo glucanas sulfatadas inibidoras da infecgao
pelo HSV-1 seguird na busca de produtos otimizados com eficacia superior.

Tais formulagcbes e atividades biologicas desses produtos

proporcionaram o depésito de uma patente (Anexo B).
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ANEXOS

ANEXO A - ESPECTRO DE HSQC ('H-"3C) DE BOTRIOSFERANA NATIVA (BOT).

-53

{3.96,62.49}\?  f3.73,6247} L

63

{4.30,20.__51};__0 :@5{03.8?,%).55} o

- {3.42,71.61)
{3.60,77.04F > > 75
&8 - {3.44,78.71}
80 E
83 -
{3.70,88.41}
5

L]

-95

100

{4.50,104.80}
C‘--«ﬁj:i"_' e - 105
{4.76,104.89}
110
T ™ T T T =3 T = T " ™ == T —~ T T T e T
3.5 5.0 4.5 4.0 3.3 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0



139

ANEXO B — PATENTE: BR 10 2024 004565 3



140

ol A 870240019612
1. Pl ... ——
ossTRAL A

29409162315219651

Pedido nacional de Invengdo, Modelo de Utilidade, Certificado de Adigdo de Invengdo e entrada na fase
nacional do PCT

Numero do Processo: BR 10 2024 004565 3

Dados do Depositante (71)

Depositante 1 de 2

Nome ou Raz&o Social: UNIVERSIDADE ESTADUAL DE LONDRINA
Tipo de Pessoa: Pessoa Juridica
CPF/CNPJ: 78640489000153
Nacionalidade: Brasileira
Quallificagdo Jurfdica: Instituicdo de Ensino e Pesquisa

Enderego: RODOVIA CELSO GARCIA CD, KM 380 S/N CAMPUS
UNIVERSITARIO
Cidade: Londrina

Estado: PR
CEP: 86055-900
Pals: Brasil
Telefone: (043) 3371 5812
Fax: (043) 33715812

Email: aintecpi@uel.br

PETICIONAMENTO Esta solicitagao foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletrénico em
ELETRONICO 07/03/2024 as 15:47, Peticio 870240019612

Peticao 870240019612, de 07/03/2024, pag. 1/36



Depositante 2 de 2

Nome ou Razé&o Social:
Tipo de Pessoa:
CPF/CNPJ:
Nacionalidade:
Qualificagdo Juridica:
Enderego:

Cidade:

Estado:

CEP:

Pals:

Telefone:

Fax:

Email:

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

Pessoa Juridica

46068425000133

Brasileira

Instituicdo de Ensino e Pesquisa

Cidade Universitaria Zeferino Vaz, Distrito de Bardo Geraldo
Campinas

SP

13083-592

BRASIL

invencoes@inova.unicamp.br

PETICIONAMENTO Esta solicitagao foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletrénico em
ELETRONICO 07/03/2024 as 15:47, Peticdo 870240019612

Peticao 870240019612, de 07/03/2024, pag. 2/36

141



Dados do Pedido

142

Natureza Patente: 10 - Patente de Invencgéo (PI)

Titulo da Inveng&io ou Modelo de HIDROGEIS DE POLISSACARIDEO SULFATADO COMO OPGAO

Utilidade (54): TERAPEUTICA CONTRA HERPES SIMPLEX VIRUS
Resumo: A presente invengao apresenta o desenvolvimento de dois hidrogéis

com atividade anti-herpética, contendo botriosferana, uma
(1:3)(1.,6)-B-D-glucana, a qual foi quimicamente modificada por
sulfatacdo. A sulfatagdo foi realizada utilizando o complexo triéxido
de enxofre-piridina como agente sulfatante. Apés a caracterizacédo e
avaliacdo da atividade antiviral in vitro (IC50=2,52 ug mL -1, SI=79)
da botriosferana sulfatada, tal molécula foi incorporada aos
hidrogéis. Os hidrogéis, produzidos a base de nanoargila sintética de
laponita (HLAP) e copolimero de acrilato de sddio e lecitina (HLEC),
foram formulados de maneira apropriada e integrados com o
composto sintetizado. Posteriormente, foram submetidos a uma
caracterizagdo bioldgica, incluindo testes de citotoxicidade e
atividade antiviral in vitro e in vivo frente ao herpes virus simples tipo
1 (HSV-1). Os resultados evidenciaram a auséncia de citotoxicidade
dos hidrogéis, indicando serem adequados para uso, além de
revelarem um potencial no combate e controle do HSV-1, no qual o
HLAP apresentou cerca de 69% de viabilidade celular nos testes in
vitro, e o HLEC com uma menor atividade (aproximadamente 15%).
Ja nos testes in vivo ambos os hidrogéis demonstraram controlar a
replicacdo viral até o final do experimento. Dessa forma, ambas as
formulagdes desenvolvidas apresentam aplicagdes promissoras nos
setores farmacéutico e medicinal, sendo especialmente destinados
ao consumidor final para o uso tépico no tratamento de lesdes
cutaneas causadas pelo HSV-1.

PETICIONAMENTO Esta solicitacio foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletrénico em

ELETRONICO

Peticdo 870240019612, de 07/03/2024, pag. 3/36

07/03/2024 as 15:47, Peticdo 870240019612



Dados do Inventor (72)

Inventor 1 de 7

Nome:

CPF:
Nacionalidade:
Qualificagdo Fisica:
Enderego:
Cidade:
Estado:

CEP:

Pals:
Telefone:

Fax:

Email:

Inventor 2 de 7

Nome:

CPF:
Nacionalidade:
Qualificagdo Fisica:
Enderego:
Cidade:
Estado:

CEP:

Pals:
Telefone:

Fax:

Email:

Inventor 3 de 7

ALEXANDRE ORSATO
03691994997

Brasileira

Professor do ensino superior
Rua Eurico Hummig 255
Londrina

PR

86050-464

BRASIL

(43) 337 15812

aintecsec@uel.br

GABRIELLE CRISTINA CALEGARI
09265594942

Brasileira

Estudante de Pés Graduagéao

Rua Espirito Santo, 1276

Londrina

PR

86020420

BRASIL

(43) 337 15812

aintecsec@uel.br

PETICIONAMENTO Esta solicitagdo foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletrénico em

ELETRONICO 07/03/2024 as 15:47, Peticio 870240019612

Petigdo 870240019612, de 07/03/2024, pag. 4/36

143



Nome:

CPF:
Nacionalidade:
Qualificagdo Fisica:
Endereco:
Cidade:
Estado:

CEP:

Pals:
Telefone:

Fax:

Email:

Inventor 4 de 7

Nome:

CPF:
Nacionalidade:
Qualificagdo Fisica:
Enderego:
Cidade:
Estado:

CEP:

Pals:
Telefone:

Fax:

Email:

Inventor 5 de 7

144

LIGIA CARLA FACCIN GALHARDI
00794613950

Brasileira

Professor do ensino superior

Rua Rosani Muniz Silva, n® 120
Londrina

PR

86047-580

BRASIL

(43) 337 15812

aintecsec@uel.br

CATIA CRISTINA CAPELO ORNELAS MEGIATTO
23598340885

Brasileira

Professor do ensino superior

Rua Hermantino, 691

Campinas

SP

13087-500

BRASIL

(43) 337 15812

aintecsec@uel.br

PETICIONAMENTO
ELETRONICO

Petigdo 870240019612, de 07/03/2024, pag. 5/36

Esta solicitagéo foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletrénico em
07/03/2024 as 15:47, Peticdo 870240019612



Nome:

CPF:
Nacionalidade:
Qualificagdo Fisica:
Enderego:
Cidade:
Estado:

CEP:

Pals:
Telefone:

Fax:

Email:

Inventor 6 de 7

Nome:

CPF:
Nacionalidade:
Qualificagdo Fisica:
Enderego:
Cidade:
Estado:

CEP:

Pafs:
Telefone:

Fax:

Email:

Inventor 7 de 7

145

AUDREY ALESANDRA STINGHEN GARCIA LONNI
58577050963

Brasileira

Professor do ensino superior

RUA ERNANI LACERDA DE ATHAYDE 115 - AP 0102
Londrina

PR

86055-630

BRASIL

(43) 337 15812

aintecsec@uel.br

BRIANI GISELE BIGOTTO

42503210880

Brasileira

Estudante de P6s Graduacao

Rua Joaquim Lacerda, 60, apartamento 502, Bela Vista
Londrina

PR

86015-260

BRASIL

(43) 337 15812

aintecsec@uel.br

PETICIONAMENTO Esta solicitacio foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletrénico em

ELETRONICO

Petigdo 870240019612, de 07/03/2024, pag. 6/36

07/03/2024 as 15:47, Peticdo 870240019612



Nome:

CPF:
Nacionalidade:
Qualificagdo Fisica:
Enderego:
Cidade:
Estado:

CEP:

Pafls:
Telefone:

Fax:

Email:

CAROLYNE BRUSTOLIN BRAGA
06225282971

Brasileira

Estudante de Pés Graduagao

Rua Hermantino Coelho, 841
Campinas

SP

13087-500

BRASIL

(43) 337 15812

aintecsec@uel.br

PETICIONAMENTO Esta solicitagdo foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletrénico em

ELETRONICO 07/03/2024 as 15:47, Peticdo 870240019612

Peticao 870240019612, de 07/03/2024, pag. 7/36

146



Documentos anexados

147

Tipo Anexo
Resumo
Relatério Descritivo
Reivindicagédo
Documento de Cesséo
Documento de Cessao
Documento de Cessédo
Documento de Cesséo
Documento de Cessao
Documento de Cesséao
Documento de Cesséo

Procuracao

Nome
1969_RESUMO_FINAL pdf
1969_RELATORIO_FINAL.pdf
1969_REIVINDICAGAO_FINAL.pdf
Alexandre - Declaragao inventores (1).pdf

Audrey - DeclaraA§A£o inventores.docx.pdf

Briani_-_Declaracao_inventores.docx-
1_assinado.pdf

Carolyne - Declaragdo inventores_assinado.pdf

Gabrielle - Declaragéo inventores.docx (1).pdf

Ligia Carla Faccin Galhardi- Declaragao
inventores.docx (1).pdf

Catia.pdf

1969_Procuragao UEL e
UNICAMP_22_02_24_3663615.pdf

PETICIONAMENTO  Esta solicitagio foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletrénico em
ELETRONICO 07/03/2024 as 15:47, Peticdo 870240019612

Peticdo 870240019612, de 07/03/2024, pag. 8/36



148

Acesso ao Patriménio Genético

Declaracdo Negativa de Acesso - Declaro que o objeto do presente pedido de patente de invencao
nao foi obtido em decorréncia de acesso a amostra de componente do Patriménio Genético
Brasileiro, o acesso foi realizado antes de 30 de junho de 2000, ou nédo se aplica.

Declaragdo de veracidade

IZ[Declaro, sob as penas da lei, que todas as informagdes acima prestadas sdo completas e
verdadeiras.

PETICIONAMENTO Esta solicitacio foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletrénico em
ELETRONICO 07/03/2024 as 15:47, Peticdo 870240019612

Petigdo 870240019612, de 07/03/2024, pag. 9/36



149

11

RESUMO

HIDROGEIS DE POLISSACARIDEO SULFATADO COMO OPGAO
TERAPEUTICA CONTRA HERPES SIMPLEX ViRUS

A presente invencado apresenta o desenvolvimento de dois hidrogéis com
atividade anti-herpética, contendo botriosferana, uma (1—3)(1—6)--D-glucana,
a qual foi quimicamente modificada por sulfatacao. A sulfatagdo foi realizada
utilizando o complexo trioxido de enxofre-piridina como agente sulfatante. Apds
a caracterizacao e avaliagdo da atividade antiviral in vitro (IC50=2,52 ug mL -1,
SI=79) da botriosferana sulfatada, tal molécula foi incorporada aos hidrogéis. Os
hidrogéis, produzidos a base de nanoargila sintética de laponita (HLAP) e
copolimero de acrilato de sodio e lecitina (HLEC), foram formulados de maneira
apropriada e integrados com o composto sintetizado. Posteriormente, foram
submetidos a uma caracterizagao biologica, incluindo testes de citotoxicidade e
atividade antiviral in vitro e in vivo frente ao herpes virus simples tipo 1 (HSV-1).
Os resultados evidenciaram a auséncia de citotoxicidade dos hidrogeéis,
indicando serem adequados para uso, além de revelarem um potencial no
combate e controle do HSV-1, no qual o HLAP apresentou cerca de 69% de
viabilidade celular nos testes in vitro, e o HLEC com uma menor atividade
(aproximadamente 15%). Ja nos testes in vivo ambos os hidrogéis
demonstraram controlar a replicacao viral até o final do experimento. Dessa
forma, ambas as formulacbes desenvolvidas apresentam aplicagdes
promissoras nos setores farmacéutico e medicinal, sendo especialmente
destinados ao consumidor final para o uso topico no tratamento de lesdes

cutaneas causadas pelo HSV-1.
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RELATORIO DESCRITIVO

HIDROGEIS DE POLISSACARIDEO SULFATADO COMO OPGAO TERAPEUTICA
CONTRA HERPES SIMPLEX VIRUS

CAMPO DE INVENGAO

[001] A infecgao por herpes virus € uma condicdo sem cura, caracterizada pela sua

capacidade de estabelecer laténcia em ganglios nervosos, resultando em recorrentes
episodios ao longo da vida do paciente.

[002] Embora seja uma enfermidade controlavel por antivirais especificos,
atualmente existem apenas trés medicamentos aprovados pela FDA (Food and Drug
Administration, EUA) para esse fim: aciclovir e seus analogos, valaciclovir e
fanciclovir, os quais atuam inibindo a replicacao do DNA viral.

[003] Contudo, o uso prolongado desses medicamentos pode levar a diminuicao da
eficacia e ao surgimento de cepas resistentes.

[004] Nesse contexto, a sintese de novas moléculas destinadas a combater a
infeccao pelo herpes virus e o desenvolvimento de novos produtos representam uma
necessidade crucial nos dias atuais.

[005] Assim, os hidrogéis desenvolvidos com a incorporacao de botriosferana
sulfatada surgem como alternativas de moléculas, produtos e op¢des terapéuticas
para enfrentar infecgdes cutaneas por herpes. Além disso, esses produtos exibem
baixa citotoxicidade e aplicabilidade agradavel, oferecendo abordagens terapéuticas

mais eficazes e bem toleradas.

ANTECEDENTES DA INVENGCAO

[006] O tratamento para infeccdo por herpes virus envolve o uso de antivirais

especificos, sendo o aciclovir o medicamento de primeira escolha, juntamente com
seus analogos, valaciclovir e fanciclovir, que atuam inibindo a replicagao do DNA viral
(ORTEGA, 2019).
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[007] Pesquisas envolvendo o desenvolvimento de vacinas contra o herpes estdo
em andamento e tém apresentado resultados promissores, mas ainda nao se
encontram disponiveis comercialmente.

[008] E relevante destacar, entretanto, que o aciclovir comegou a ser produzido na
década de 70. O uso prolongado desse farmaco, quando realizado de maneira
indiscriminada, contribui para o aumento da proliferacdo do virus e o surgimento de
cepas resistentes. Essa pratica, decorrente de um uso nao criterioso, resultou em
eficacia limitada em alguns casos, levando a necessidade de multiplas aplicagdes.
[009] Ademais, foram encontradas anterioridades, pertinentes de explicagdes, que
serao demonstradas neste documento a fim de conhecimento e exposicdo dos
diferenciais inventos da invencao pleiteada.

[010] Compositions and methods for the treatment of skin diseases and disorders
using antimicrobial peptide sequestering compounds (CA2790682C): A invencao
consiste em uma composicao tépica que compreende um sal de zinco, cafeina,
glicerina e um ou mais compostos sequestrantes de peptideos antimicrobianos para
o tratamento de rosacea, psoriase, acne, dermatite atopica ou dermatite seborreica
em um paciente. Esses sequestrantes de peptideos antimicrobianos sao
(poli)ssacarideos (poli)sulfatados anidnicos que sequestram ou se ligam ao peptideo
antimicrobiano por interagdes eletrostaticas.

[011] Gel de botriosferana combinada com aciclovir para uso genital com acao anti-
herpética (hsv-2) (BR102021012874A2): A invencao consiste em uma formulagao
tépica de uso genital, na forma de gel com atividade antiviral para o auxilio no controle
de infecgdes genitais pelo virus Herpes simplex tipo 2 (HSV-2). A formulacao contém
o exopolissacarideo botriosferana em combinagdo com aciclovir comercial.

[012] Creme de botriosferana com agao anti-herpética (BR 10 2019 017356 4 A2):
A invencao consiste em formulacao tépica, na forma de emulséo cremosa nao iénica
do tipo O/A, contendo a botriosferana nativa, com atividade antiviral para o auxilio no
controle de infeccdes pelo virus Herpes simplex tipo 1 (HSV-1) com cepa sensivel e

resistente ao aciclovir, droga de referéncia.
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[013] Composition for treating or preventing Herpes virus infection
(KR101779375B1): A invencao consiste em uma composigao para prevenir ou tratar
um virus do herpes, compreendendo 1,3-glucano sulfatado, que € preparado
sulfatando polissacarideos lineares preparados a partir de um Agrobacterium sp, tal
composto contém B-1,3-glucano sulfatado, sulfato de lamarina, curdlana-S, sulfato
de curdlana, aciclovir, f-D-arabinofuranosideo, sulfato de dextrano e polissulfato de
pentosano.

[014] Producing glucan that stimulates secretion of tumor necrosis factor alpha,
useful e.g. for treating tumors and viral infections, comprises culturing Rhodococcus
fascians in presence of sugar (DE10227155A1): A invengao consiste em um método
para produzir um glucano que estimula a secrecao do fator de necrose tumoral alfa
(TNFa) compreende a cultura de fascias de Rhodococcus DSM 12916 em meio
padrao contendo agucar ou alcool de agucar, e diversas atividades biologicas, dentre
elas virucida, e anti-inflamatoério.

[015] Derivatives of amyris alcohols and eudesmol for treating cold sores and herpes
(W0O2008131260A1): A invencao consiste em formulagdes topicas compreendendo
um alcool Amyris e/ou derivados de éster de alcool Amyris que podem ser usadas
para o tratamento de doengas, incluindo infeccao por virus herpes (por exemplo,
HSV-I, HSV-2), carcinoma epidermadide, herpes labial e papilomavirus humano.
[016] Compositions comprising hyaluronic acid and beta-glucan for topical
applications in oral cavity (EP3056195A1): A invencdo consiste em composicoes
compreendendo acido hialurénico, beta-glucano e opcionalmente pululano, com
aplicacdes cosméticas para uso em higiene bucal. Além disso, a invencgao refere-se
as composicdes como composi¢coes farmacéuticas para utilizacdo na aplicagao
tépica no tratamento ou profilaxia de afeccdes inflamatérias, irritagoes,
hipersensibilidades ou infecgbes virais da cavidade oral.

[017] Novel medicaments for anti-herpes virus treatments (US2009176733A1): A
invencao consiste na utilizacdo de um polissacarideo sulfatado, laminarina PS3

sulfatada, ou fosfatada, para a preparacao de um medicamento para o tratamento de
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doencas mediadas pelo virus do herpes, mais particularmente mediadas pelos virus
alfa-herpes, e em particular pelo HSV-1 e HSV-2, bem como por cepas desses virus
que sao resistentes a agentes antivirais conhecidos.

[018] Compositions comprising sulfated polysaccharides and uses thereof
(EP3204016A1): A invencao consiste em uma composicao para aplicacao
intravaginal e/ou na mucosa interna, compreendendo uma quantidade eficaz de um
polissacarideo sulfatado, um polimero quaternario natural, um composto molecular
quaternario, um inibidor de metaloproteinase, um ou mais agentes anti-inflamatérios,
um sistema tampao de controle de pH acido ou qualquer combinagéo destes, e um
veiculo farmaceuticamente aceitavel.

[019] Composiciones mucoadhesivas liquidas orales (PE20000861- A1): A invencao
consiste em uma composicao farmacéutica liquida mucoadesiva peroral, oral ou
intranasal, composta por particulas coloidais de argila, incluindo Laponita®. Tal
formulacdo pode ser util para prevenir ou tratar sintomas de infecgcdes do trato
respiratorio superior ou irritacdo ou danos ao tecido do trato respiratério.

[020] Composicao cosmética reparadora (BR102021019891 - A2): A invencao
consiste em uma composi¢cao cosmeética reparadora para uso diario ou apés os
procedimentos estéticos que compreende um complexo regenerador e um veiculo
farmaceuticamente aceitavel, sendo que o complexo regenerador € composto por
oligossacarideo alpha-glucan; niacinamida; alfa-bisabolol; dexpantenol; acido

hialurénico de baixo e alto peso molecular e vitamina E.

SUMARIO DA INVENCAO

[021] A presente invencao baseia-se no uso de botriosferana sulfatada para o
desenvolvimento de dois hidrogéis anti-herpéticos, um deles a base de nanoargila
sintética de laponita, uma nanoestrutura, e o outro a base de copolimero de acrilato
de sodio e lecitina (um copolimero de acrilato de sédio e lecitina), um gel-creme. O
uso dessas formulagdes produzidas agrega propriedades antivirais, ndao sendo

toxicos, sem oferecer risco a saude, além de ser um produto
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biodegradavel sustentavel. Assim, a invencdo apresenta grande potencial de
inovacao pela associacado de varias areas do conhecimento para aplicacdes em
industrias farmacéuticas e médicas.

[022] A formulagdo desenvolvida tem como objetivo combater principalmente o virus
herpes simplex na cavidade oral, sendo destinada as industrias farmacéuticas e
médicas. Os anti-herpéticos de primeira escolha, como o aciclovir, ao serem usados
de maneira indiscriminada, podem levar ao desenvolvimento de resisténcia da cepa
que afeta o paciente. Nesse cenario, a sintese e o desenvolvimento de novas
moléculas e produtos eficazes para o tratamento de herpes virus continuam a ser
uma ferramenta promissora, capaz de introduzir mudangas essenciais no
desenvolvimento de estratégias a antivirais inovadores.

[023] O ineditismo de hidrogéis incorporando botriosferana sulfatada em sua
composicao torna essa invencao valiosa ao processo de pesquisa e inovagao em
medicamentos anti-herpéticos. Sua obtencdo se inicia pela sintese organica,
utilizando o processo de sulfatacdo de polissacarideos, e no desenvolvimento dos
hidrogéis de interesse. A inclusao de botriosferana sulfatada representa uma
inovacgao significativa para a industria farmacéutica e médica, contribuindo para a
criagdo de moléculas e produtos capazes de combater lesdes cutdneas causadas
pelo herpes virus.

[024] A sulfatacdo é uma reagao que envolve a substituicio nucleofilica nos grupos
hidroxilas presentes nas unidades monoméricas, resultando na introdugcdo de
grupamentos sulfénicos (-SO3H). Essas modificagdes quimicas tém se destacado por
conferir atividades antivirais e anticoagulantes as moléculas. Estudos anteriores
realizados pelo nosso grupo de pesquisa demonstraram que a botriosferana
aleatoriamente sulfatada é ativa contra virus envelopados, atuando por meio do
bloqueio da infecgao viral.

[025] Outras modificagdes, como a carboximetilagdo seguida de sulfatacdo (LOPES
et al., 2021), resultaram em um ICso de 12,4 ug mL™" (HSV-1) com um DS de 0,1.
Além disso, as terapias atuais de referéncia no mercado, como o uso do

medicamento aciclovir, agem pela inibicdo da DNA polimerase viral, uma enzima
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necessaria para a replicagao do DNA do virus (ORTEGA, 2019).

[026] O aciclovir € convertido em sua forma ativa, apenas dentro das células
infectadas. Ja os antivirais sulfatados, como os polissacarideos sulfatados aqui
relatados, atuam na inibicdo da adsorcdo ou entrada do virus nas células
hospedeiras, onde os grupos sulfato interagem através de ligagoes eletrostaticas com
os sitios de ligacdo da glicoproteina C, na superficie do virus, que fornece cargas
positivas (O'DONNELL et al., 2010).

[027] Dessa forma, a inibicdo da infeccdo ocorre antes do virus entrar na célula
hospedeira, vantagem em relagdo aos métodos convencionais ja estabelecidos. Uma
vez que o mecanismo de inibicdo viral é distinto daquele dos medicamentos de
referéncia, esta invencao pode inclusive ser utilizada como uma alternativa aos
pacientes acometidos por virus resistentes a estes medicamentos.

[028] Destaca-se que nado ha registros do uso de nanoargila sintética de laponita e
copolimero de acrilato de sddio e lecitina como agentes formadores de hidrogeis em
produtos antivirais incorporados com botriosferana sulfatada. Portanto, essa
inovacdo apresenta novos produtos capazes de superar limitacdes existentes e

deficiéncias nesse setor da industria e do mercado.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

[029] A invencao foi desenvolvida em 03 etapas, sendo:

[030] Etapa 1: Modificacdo quimica por sulfatacdo da botriosferana; Etapa 2:
Desenvolvimento das formulagdes dos hidrogéis e avaliacdo da sua estabilidade
preliminar; Etapa 3: Avaliagao biologica das moléculas e dos hidrogéis.

[031] Etapa 1: Inicialmente, 100 mg de botriosferana nativa (BARBOSA et al., 2003)
foi solubilizada em 50 mL de dimetilformamida anidra (DMF) sob atmosfera inerte
(nitrogénio) por 48 horas.

[032] Foram adicionados 0,78 — 4,71 g de complexo triéxido de enxofre-piridina
(SO3-Py) (8-48 equivalentes/unidade de glucose) e 0,22 mL trietilamina (Et3N), que

foram agitados a temperatura ambiente durante 7 horas.
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[033] Apos este tempo, a mistura foi neutralizada com a adigéo de bicarbonato de
sodio saturado, seguida pela adicdo de 33 mL de solucdo de tampao fosfato 0,025
mol L -1 (Na2HPO4, pH 7,0).

[034] A mistura foi dialisada contra solugao de NaCl 1 mol L -1 (24h) e agua destilada
(96 h) e entso liofilizada (ARAUJO et al., 2013).

[035] As amostras foram armazenadas em dessecador para as caracterizacdes
estruturais e fisico-quimicas de infravermelho com transformada de Fourier,
ressonancia magnética nuclear bidimensional e analise térmica.

[036] Tais caracterizagoes levaram a interpretagdo que o produto final consistia em
uma botriosferana sulfatada, com insercao dos grupamentos sulfato nas unidades de
glucose do polissacarideo, resultando ainda em um aumento na estabilidade térmica
da molécula quando comparada com a botriosferana nativa.

[037] Etapa 2: Foram desenvolvidas duas formulagées de hidrogéis contendo a
botriosferana sulfatada. A primeira € uma formulacdo a base de nanoargila sintética
de laponita:

[038] Tabela 1: Formulagao a base de nanoargila sintética de laponita

Formulagao Funcédo Concentragéo (%; p/v)
Laponita® Formador do gel 5,00%

Poliacrilato de sédio Formador do gel 0,05%

Agua ultrapura Veiculo g.s.p 100,00

PBS (10x) (tampéao fosfato de sédio) Tampao 10,00%

Botriosferana sulfatada Ativo 0,10-5,00%
Metilsotiasolinona e fenoxietanol Conservante 0,50%

[039] Tabela 2: Formulagao do segundo hidrogel, a base de copolimero de acrilato

de sodio e lecitina:

Formulagao Fungéao Concentracgéao (%:; p/v)
Agua destilada Veiculo g.s.p 100,00

LECIGEL® (Copolimero de Formador do gel creme 2,00%

acrilato de sédio e lecitina)

Glicerina Umectante 1,00%

Ciclometicone Emoliente 1,00%

Botriosferana sulfatada Ativo 0,10-5,00%
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Metilsotiasolinona e Conservante 0,50%
fenoxietanol

[040] A estabilidade preliminar das formulagdes foi avaliada em um periodo de 15
dias, onde aproximadamente 10 g de cada amostra foram submetidos a condi¢des
de estresse para acelerar o aparecimento de possiveis sinais de instabilidade na
formulagdo. As amostras, acondicionadas em frascos brancos opacos, foram
submetidas a ciclos de 24 horas de aquecimento em estufa a 45 °C e resfriamento a
4°C (ANVISA, 2004).

[041] As formulagdes foram avaliadas segundo as caracteristicas organolépticas de
aparéncia (limpida), cor (transparente no caso da nanoargila sintética de laponita, e
esbranquigada no caso do copolimero de acrilato de sodio e lecitina) e odor (sem
odor de contaminagcdo microbiolégica), sendo classificadas como: nenhuma
mudanca, ligeiramente modificado, modificado ou fortemente modificado, tanto no
inicio quanto ao final do tempo de experimento.

[042] Além disso, propriedades como densidade (proximo a 1,00), espalhabilidade
(neste caso acima de 300 mm?), pH ( 6,00-7,00) e teste de centrifugacdo (sem
separacao de fases) também foram realizados.

[043] Através de tais caracterizacdes, foi possivel verificar que ambos os hidrogéis
apresentaram-se estaveis (nenhuma mudanga - N) quando submetidos as condigdes
de estresse térmico durante os 15 dias, ndo sendo identificados sinais de
instabilidade em relacao as propriedades organolépticas como a aparéncia, cor, odor
e homogeneidade.

[044] Nao houve separacado de fases com o teste de centrifugacao, apresentaram
densidade muito préxima a da agua, visto que € o componente majoritario em ambas
as formulagdes. A espalhabilidade e pH mostraram-se satisfatorios (6,00-7,00),
entretanto com melhores resultados para o hidrogel a base de copolimero de acrilato
de sodio e lecitina .

[045] Etapa 3: Analise citotoxica: A citotoxicidade dos derivados de botriosferana
sulfatados foi determinada pelo ensaio MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-6-
difeniltetrazélio) (MOSMANN, 1983).
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[046] Culturas confluentes de células Vero foram cultivadas em microplacas de 96
pocos (1x10 4 células mL -1) e entdo expostas a diferentes concentracdes (15,6 -
500 pg mL -1) da botriosferana sulfatada.

[047] Em seguida, o reagente MTT (1,25 mg mL —1) foi adicionado as células (10
pL), as quais foram adicionalmente incubadas por 2 h a 37 °C.

[048] Em seguida, foi adicionado o agente solubilizante MTT (90 pL) e a mistura foi
agitada por 15 min.

[049] A absorbancia a 570 e 690 nm foi determinada usando um leitor de
microplacas (Bio-Tek Instruments, ELX800, EUA).

[050] A porcentagem de viabilidade celular (CV%) (59 -74%) foi calculada a partir

da equagao abaixo:

At
CV% = [100 — (A—) x100]

[051] Onde At e Ac referem-se a absorbancia da amostra de botriosferana sulfatada
testada e ao controle (células nao tratadas, contendo apenas meio de cultivo),
respectivamente.

[052] A concentragao citotdxica a 50% (CC50) (250-500 ug mL-") foi calculada por
analise de regressao linear como a concentracdo da amostra de botriosferana
sulfatada necessaria para reduzir a viabilidade das células Vero em 50%.

[053] As amostras de hidrogel também foram submetidas a estas analises:

[054] Anaélise antiviral in vitro: Para avaliar a atividade contra a cepa HSV-1 KOS, as
células Vero foram previamente cultivadas em microplacas de 96 pogos a 37 °C, sob
5% de CO2, até a confluéncia (1x10 4 células mL -1).

[055] Posteriormente, o meio de manutencao foi substituido por uma mistura do
virus (HSV-1) e diferentes concentracées da amostra de botriosferana sulfatada
(variando de 1,5 a 400 pg mL -1) adicionadas simultaneamente as células
(multiplicidade de infecgéo 1, MOI 1).

[056] O controle viral (CV) e o controle celular (CC) foram analisados pela adicao de
DMEM (100 pL) contendo suspensdes virais na auséncia das substancias teste, ou

apenas DMEM, respectivamente.
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[057] As microplacas foram entdo incubadas novamente nas mesmas condigbes de
temperatura e CO2. A atividade anti-herpética foi avaliada pelo procedimento de
ensaio MTT, conforme descrito na anterior e de acordo com TAKEUCHI; BABA;
SHIGETA, (1991). A porcentagem de inibi¢ao viral (%lIV) (15-64%) foi determinada a

partir da equagao abaixo:

At (Acv570nm)

o) — 570nm ACVgo0nm L -

IV( /0) (At690nm) (ACCS7D11m) (ACV570nm ACV69011m) x100
AcCe9onm

[058] Onde At refere-se a absorbancia média das células inoculadas com virus e
tratadas com botriosferana sulfatada, e Acv e Acc referem-se as respectivas
absorbancias médias de CV e CC.

[059] A concentracao capaz de reduzir a infecgao viral em 50% (IC50) (4,4 -2,52 ug
mL-") foi determinada por anélise de regresséo linear e o indice de seletividade (SI)
pela razao: CC50/IC50.

[060] Aciclovir (ACV — Novafarma Ind. Farmac., Brasil, 10 ug mL -1) foi utilizado
como controle positivo para HSV-1. As amostras de hidrogel também foram
submetidas a estas analises. As formulagdes foram inicialmente colocadas em
contato com virus por 01 h na concentragao padrao de uso, em seguida, foi realizada
a diluicdo em concentragao nao citotoxica e entdo colocadas em contato com a célula
para realizagdo das analises.

[061] Anaélise antiviral in vivo: Camundongos BALB/c, com peso variando de 17,8-
25,5 g, passaram 2 dias para ambientalizacdo no biotério, apds o transporte,
mantendo-se um ciclo claro-escuro de 12 h e 22+2 °C.

[062] Em relacao a dieta foi mantida racao Nuvilab — CR1 (fabricante Nuvital) e agua
sem restricdes. Os animais foram anestesiados com ketamina (100 mg/kg) via
intraperitoneal. Apds a verificacdo da anestesia, os pelos da regido lombar dos
animais foram retirados manualmente e a pele foi riscada com o auxilio de uma
agulha de calibre 27 (escarificagéo), obtendo-se uma area aproximada de 2 cm2.
[063] Foram utilizados 6 camundongos da linhagem BALB/c para cada grupo de
experimento, conforme CARDOZO et al,, (2013). Para avaliar a toxicidade das

formulacdes, foi realizado o ensaio de irritacdo dérmica, de acordo com a norma
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descrita no guia OECD n° 404 (2002). Para o ensaio antiviral, na regiao escarificada
aconteceu a inoculagdo de 50 pL de virus (HSV-1 KOS).

[064] Apds 4 h da inoculagéo viral, os animais receberam diferentes tratamentos
durante 7 dias (periodo do tratamento), 3 vezes ao dia.

[065] Os camundongos foram alocados em grupos de acordo com o tratamento a
ser utilizado, como demonstrado na abaixo:

[066] Tabela 3: Grupos de camundongos e tratamentos utilizados:

Grupos Virus Tratamento N? de animais
01 Controle escarifica¢do - - 04
02 Irritagdo dérmica - Formulacdo teste 06
Laponita®
03 Irritagdo dérmica - Formulac¢do base 03
Laponita®
04 Irrita¢do dérmica - Formulacdo teste 06
LECIGEL®
05 Irritagdo dérmica - Formulag¢do base 03
LECIGEL®
06 Controle positivo KOS - 06
07 Controle negativo KOS Aciclovir 06
08 Formulagdo base KOS Formulac¢do base 06
Laponita®
09 Formulacdo teste KOS Formulacdo teste 06
Laponita®
10 Formulagdo base KOS Formula¢do base 06
LECIGEL®
11 Formulacdo teste KOS Formulacdo teste 06
LECIGEL®

[067] As alteragdes foram observadas diariamente de acordo com o
desenvolvimento das lesGes na pele, sendo classificadas como: 0 - sem lesbes
visiveis; 1 — presenca de vesiculas; 2 - erosdo ou ulceragado da vesicula; 3 - lesdes
zosteriformes leves; 4 - lesGes zosteriformes moderadas; 5 - lesdes zosteriformes
severas (CARDOZO et al., 2013).

[068] Ao final do experimento (7° dia) os camundongos de cada grupo foram
pesados e eutanasiados por meio de inalagdo com isoflurano e deslocamento
cervical.

[069] Animais que apresentaram outras alteragoes gerais (fisicas, comportamentais,
etc) ndo relacionadas a infecgdo herpética cutanea foram imediatamente

eutanasiados, evitando sofrimento.
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[070] A partir das analises biolégicas mencionadas acima, pode-se observar que a
molécula de botriosferana sulfatada exibiu um CC50>200 yg mL -1 no teste de
citotoxicidade, considerado satisfatorio e muito superior ao seu IC50.

[071] Em relagao a atividade antiviral contra o HSV-1, a amostra demonstrou uma
inibicao viral dose-dependente, variando entre 74-24% (100-0,32 ug mL -1), com um
IC50 de 2,52 pg mL -1 e um indice de seletividade (Sl) de 79.

[072] No que diz respeito aos hidrogéis, a analise de citotoxicidade (nenhuma
citotoxicidade observada) revelou que os produtos que ja continham o ativo
(botriosferana sulfatada) exibiram uma melhor viabilidade celular em comparacao
com as formulacdes-base.

[073] Pela analise antiviral in vitro dos hidrogéis, observou-se que o hidrogel
produzido com nanoargila sintética de laponita apresentou melhores resultados de
inibicao viral (cerca de 69%). Além disso, quando avaliados sob uma matriz biolégica
(testes in vivo), ambos os hidrogéis mostraram-se seguros para o uso, nao
apresentando qualquer nivel de irritacdo dérmica.

[074] Neste teste, os grupos que receberam os tratamentos com os hidrogéis
incorporados com a botriosferana sulfatada, demonstraram manter a infeccao em um
mesmo nivel de score, revelando que sdo capazes de manter a infeccdo viral sob

controle.
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REIVINDICACOES

1) HIDROGEIS DE POLISSACARIDEO SULFATADO COMO OPGAO
TERAPEUTICA CONTRA HERPES SIMPLEX VIRUS, caracterizado pelo
desenvolvimento de dois hidrogéis com atividade anti-herpética, contendo
botriosferana, (1—3) (1—6)-B-D-glucana, a qual foi quimicamente modificada por
sulfatacdo; sendo desenvolvido em 3 etapas sendo:

. Etapa 1: Modificacdo quimica por sulfatagao da botriosferana;
Il. Etapa 2: Desenvolvimento das formulacdes dos hidrogéis e avaliagdo da
sua estabilidade preliminar;

lll.  Etapa 3: Avaliagao bioldgica das moléculas e dos hidrogéis;

2) HIDROGEIS DE POLISSACARIDEO SULFATADO COMO OPGAO
TERAPEUTICA CONTRA HERPES SIMPLEX ViRUS, de acordo com a
reivindicacao 1, caracterizado por a etapa 1 partir da obtencao da botriosferana
sulfatada envolver:

— A solubilizagdo de 100 mg de botriosferana nativa em 50 mL de
dimetilformamida anidra, seguida pela adigao controlada de 0,78 — 4,71 g
(preferencialmente 2,4 g) do complexo trioxido de enxofre-piridina (SO3-
Py) e 0,22 mL de trietilamina;

— Areacao ocorre sob atmosfera inerte (nitrogénio) por 7 horas a temperatura
ambiente (25 °C);

— Ap0s areacéo, a mistura € neutralizada com bicarbonato de sodio saturado
e tampao fosfato 0,025 mol L -1 (pH 7,0);

— A mistura resultante é submetida a dialise contra solugdo de NaCl 1 mol L

-1 (24h) e agua destilada (96 h), seguida de liofilizacao;

3) HIDROGEIS DE POLISSACARIDEO SULFATADO COMO OPGAO
TERAPEUTICA CONTRA HERPES SIMPLEX VIRUS, de acordo com a
reivindicacao 1, a etapa 2, envolve o desenvolvimento de dois hidrogéis contendo

a botriosferana sulfatada:
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— A primeira formulagcédo a base de nanoargila sintética de laponita (5,00%),
Poliacrilato de sédio (0,05%), agua ultrapura (g.s.p. 100,00), PBS 10x
(10%), botriosferana sulfatada (0,10-5,00%) e Metilsotiasolinona e
fenoxietanol (0,5,0%);

— A segunda formulacado a base de copolimero de acrilato de sodio e lecitina
um polimero de acrilato de sédio e lecitina, agua destilada (g.s.p 100,00),
copolimero de acrilato de sodio e lecitina (2,00%), glicerina (1,00%),
ciclometicone (1,00%), botriosferana sulfatada (0,10-5,00%) e

Metilsotiasolinona e fenoxietanol (0,5,0%);

4) HIDROGEIS DE POLISSACARIDEO SULFATADO COMO OPGAO
TERAPEUTICA CONTRA HERPES SIMPLEX VIRUS, de acordo com a
reivindicagéo 1, caracterizado por na etapa 2 as amostras foram submetidas a:

— Ciclos de 24 horas de aquecimento a 45 °C e resfriamento a 4 °C;

— As formulagdes foram avaliadas quanto a caracteristicas organolépticas,
como aparéncia (limpida), cor (transparente no caso da nanoargila
sintética de laponita, e esbranquicada no caso do copolimero de acrilato
de sddio e lecitina) e odor (sem odor de contaminagao microbioldgica),
classificadas como nenhuma mudanga (N), ligeiramente modificado,
modificado ou fortemente modificado;

— Adicionalmente, foram realizados testes de densidade (proximo a 1,00),
espalhabilidade (neste caso acima de 300 mm?), pH (6,00-7,00) e teste de

centrifugacado (sem separacao de fases);

5) HIDROGEIS DE POLISSACARIDEO SULFATADO COMO OPGAO
TERAPEUTICA CONTRA HERPES SIMPLEX VIRUS, de acordo com a
reivindicagao 1, caracterizado por na etapa 3:

— Conduzida por meio do ensaio MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazolio);
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— Culturas de células Vero, mantidas em microplacas de 96 pogos a uma
densidade de 1x1074 células mL -1, foram expostas a concentracoes
variadas (15,6 - 500 ug mL -1) da botriosferana sulfatada;

— Posteriormente, o reagente MTT (1,25 mg mL -1) foi adicionado as células
em uma quantidade de 10 pL, seguido por uma incubagéo adicional de 2
horas a 37 °C;

— O agente solubilizante MTT (90 uL) foi entdo adicionado, e a mistura foi
agitada por 15 minutos. A absorbancia a 570 e 690 nm foi medida utilizando
um leitor de microplacas;

— A porcentagem de viabilidade celular (CV%) foi calculada usando a férmula
CV% =[100 - (A_t/A_c) x 100], onde A_t e A_c representam a absorbancia
da amostra de botriosferana sulfatada testada e do controle (células nao
tratadas, apenas com meio de cultivo), respectivamente;

— A concentracao citotéxica a 50% (CC50) foi determinada por analise de
regressao linear, representando a concentragéo da botriosferana sulfatada

necessaria para reduzir a viabilidade das células Vero em 50%;
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DECLARACAO DO INVENTOR - CRIADOR

CONSIDERANDO o art. 2° da Lei de Inovagao Paranaense n. 20.541 de 20/04/2021 apresenta
as seguintes defini¢oes:

e Criador: pessoa fisica que seja inventora, obtentor ou autora de criagao;

e Criagdo: invencdo, modelo de utilidade, desenho industrial, programa de
computador, topografia de circuito integrado, nova cultivar ou cultivar
essencialmente derivada ou qualquer outro desenvolvimento tecnologico,
obtidos por um ou mais criadores, que gere ou possa gerar NOvo Processo,
produto, servigo ou aperfeicoamento incremental;

CONSIDERANDO, o Capitulo IV art. 6° Paragrafo Unico da Politica de Inovagao Institucional
da UEL, prevé que qualquer criacdo ou inovacdo que tenha sido resultado das atividades da
UEL ou obtidas por meio de seus recursos podera ser protegida por meio de direitos de
propriedade intelectual, no qual a Universidade ira atuar como titular da criagdo e a pessoa fisica
que atuou no seu desenvolvimento serd reconhecido como criador, nos termos da referida
portaria;

CONSIDERANDO, no que couber, o art. 88 da Lei de Propriedade Industrial que dispde sobre
a titularidade da patente ser exclusivamente do empregador (Universidade Estadual de Londrina
- UEL) quando a inven¢do ou modelo de utilidade decorrer de atividade de contrato de trabalho;

Alexandre Orsato, pesquisador(a), docente, brasileiro(a), inscrito(a) no CPF n. 036.919.949-97,
residente e domiciliado @ Rua Eurico Hummig 255, apto 1001 torre 4, Gleba Fazenda Palhano,
Londrina - PR, 86050-464, sendo criador(a) do(a) patente, intitulado “HIDROGEIS DE
POLISSACARIDEO SULFATADO COMO OPCAO TERAPEUTICA CONTRA HERPES
SIMPLEX VIRUS”, declara para os devidos fins que tendo conhecimento da prote¢io da
propriedade intelectual feita ou a ser feita em nome da UNIVERSIDADE ESTADUAL DE
LONDRINA, autarquia estadual, com sede a Rodovia Celso Garcia Cid s/n, PR 445, km 380,
Campus Universitario, Londrina — PR, CEP 86057-970, inscrita no CNPJ sob o n°
78.640.489/0001-53, com sede no Campus Universitario, na cidade de Londrina, Estado do
Parand, na qualidade de autarquia, nos termos da Lei Estadual n. 21.352/2023, denominada
UEL e da UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS, autarquia estadual em regime
especial, inscrita no CNPJ/MF n° 46.068.425/0001-33, com sede na Cidade Universitaria
“Zeferino Vaz”, Distrito de Bardo Geraldo, Campinas, Estado de S3o Paulo, doravante
denominada UNICAMP. declara para os devidos fins que nada tem a opor e d& pleno
consentimento a UEL e a UNICAMP para reivindicar a protegdo legal que couber, no Brasil e
no exterior, conforme sua melhor conveniéncia, comprometendo-se a fornecer as informagdes
necessarias para assegurar o reconhecimento e prote¢do dos direitos de propriedade intelectual
associados a esta criagdo. No mais, cede todo e qualquer direito referente a criagcdo a UEL e a
UNICAMP, ressalvados o direito de reconhecimento como criador e dos ganhos econdmicos,
quando for o caso, previstos na Politica de Inovagao institucional.

Londrina, 23 de Fevereiro de 2024.
, /
Ve

Alexandre Orsato
036.919.949-97
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DECLARACAO DO INVENTOR - CRIADOR

CONSIDERANDO o art. 2° Lei de Inovagdo Paranaense n. 20.541 de 20/04/2021 apresenta as
seguintes defini¢des:

e Criador: pessoa fisica que seja inventora, obtentora ou autora de criagao;

e (Criacdo: invencdo, modelo de utilidade, desenho industrial, programa de
computador, topografia de circuito integrado, nova cultivar ou cultivar
essencialmente derivada ou qualquer outro desenvolvimento tecnoldgico,
obtidos por um ou mais criadores, que gere ou possa gerar NOvo Processo,
produto, servico ou aperfeicoamento incremental;

CONSIDERANDO, o Capitulo IV art. 6° Paragrafo Unico da Politica de Inovagio Insitucional
da UEL, prevé que qualquer criacdo ou inovacdo que tenha sido resultado das atividades da
UEL ou obtidas por meio de seus recursos podera ser protegida por meio de direitos de
propriedade intelectual, no qual a Universidade ird atuar como titular da criagdo e a pessoa fisica
que atuou no seu desenvolvimento serd reconhecido como criador, nos termos da referida
portaria;

CONSIDERANDO, no que couber, o art. 88 da Lei de Propriedade Industrial que dispde sobre
a titularidade da patente ser exclusivamente do empregador (Universidade Estadual de Londrina
- UEL) quando a invencdo ou modelo de utilidade decorrer de atividade de contrato de trabalho;

Audrey Alesandra Stinghen Garcia Lonni, pesquisador(a), Docente, brasileiro(a), inscrito(a) no
CPF n. 585.770.509-63, residente e domiciliado a Rua Ernani Lacerda de Athayde, 115, apto
102. Gleba Palhano, sendo criador(a) do(a) patente, intitulado “HIDROGEIS DE
POLISSACARIDEO SULFATADO COMO OPCAO TERAPEUTICA CONTRA HERPES
SIMPLEX VIRUS”, declara para os devidos fins que tendo conhecimento da protegdo da
propriedade intelectual feita ou a ser feita em nome da UNIVERSIDADE ESTADUAL DE
LONDRINA, autarquia estadual, com sede a Rodovia Celso Garcia Cid s/n, PR 445, km 380,
Campus Universitario, Londrina — PR, CEP 86057-970, inscrita no CNPJ sob o n°
78.640.489/0001-53, com sede no Campus Universitario, na cidade de Londrina, Estado do
Parand, na qualidade de autarquia, nos termos da Lei Estadual n. 21.352/2023, denominada
UEL e da UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS, autarquia estadual em regime
especial, inscrita no CNPJ/MF n° 46.068.425/0001-33, com sede na Cidade Universitaria
“Zeferino Vaz”, Distrito de Bardo Geraldo, Campinas, Estado de Sdo Paulo, doravante
denominada UNICAMP. declara para os devidos fins que nada tem a opor e da pleno
consentimento a UEL e a UNICAMP para reivindicar a protecdo legal que couber, no Brasil e
no exterior, conforme sua melhor conveniéncia, comprometendo-se a fornecer as informacoes
necessdrias para assegurar o reconhecimento e protegao dos direitos de propriedade intelectual
associados a esta criacdo. No mais, cede todo e qualquer direito referente a criacdo a UEL e a
UNICAMP, ressalvados o direito de reconhecimento como criador e dos ganhos econdmicos,
quando for o caso, previstos na Politica de Inovagao institucional.

Londrina, 23 de Fevereiro de 2024.
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DECLARACAO DO INVENTOR - CRIADOR

CONSIDERANDO o art. 2° Lei de Inovagdo Paranaense n. 20.541 de 20/04/2021 apresenta as
seguintes defini¢oes:

e Criador: pessoa fisica que seja inventora, obtentora ou autora de criagao;

e (riacdo: invencdo, modelo de utilidade, desenho industrial, programa de
computador, topografia de circuito integrado, nova cultivar ou cultivar
essencialmente derivada ou qualquer outro desenvolvimento tecnoldgico,
obtidos por um ou mais criadores, que gere ou possa gerar NOVO PIrocesso,
produto, servi¢o ou aperfeicoamento incremental;

CONSIDERANDO, o Capitulo IV art. 6° Paragrafo Unico da Politica de Inovagio Insitucional
da UEL, prevé que qualquer criagdo ou inovagdo que tenha sido resultado das atividades da
UEL ou obtidas por meio de seus recursos podera ser protegida por meio de direitos de
propriedade intelectual, no qual a Universidade ird atuar como titular da criacio e a pessoa fisica
que atuou no seu desenvolvimento sera reconhecido como criador, nos termos da referida
portaria;

CONSIDERANDO, no que couber, o art. 88 da Lei de Propriedade Industrial que dispde sobre
a titularidade da patente ser exclusivamente do empregador (Universidade Estadual de Londrina
- UEL) quando a inven¢do ou modelo de utilidade decorrer de atividade de contrato de trabalho;

Briani Gisele Bigotto, pesquisador(a), discente, brasileiro(a), inscrito(a) no CPF
n.425.032.108-80, residente e domiciliado a Rua joaquim Lacerda, n° 60, Boa vista/ Londrina

- PR, sendo criador(a) do(a) patente, intitulado “HIDROGEIS DE POLISSACARIDEO
SULFATADO COMO OPCAO TERAPEUTICA CONTRA HERPES SIMPLEX VIRUS”,
declara para os devidos fins que tendo conhecimento da protegdo da propriedade intelectual feita
ou a ser feita em nome da UNIVERSIDADE ESTADUAL DE LONDRINA, autarquia
estadual, com sede a Rodovia Celso Garcia Cid s/n, PR 445, km 380, Campus Universitério,
Londrina — PR, CEP 86057-970, inscrita no CNPJ sob o n°® 78.640.489/0001-53, com sede no
Campus Universitéario, na cidade de Londrina, Estado do Parana, na qualidade de autarquia, nos
termos da Lei Estadual n. 21.352/2023, denominada UEL e da UNIVERSIDADE ESTADUAL
DE CAMPINAS, autarquia estadual em regime especial, inscrita no CNPJ/MF n°
46.068.425/0001-33, com sede na Cidade Universitaria “Zeferino Vaz”, Distrito de Bardo
Geraldo, Campinas, Estado de Sao Paulo, doravante denominada UNICAMP. declara para os
devidos fins que nada tem a opor e d4 pleno consentimento a UEL e a UNICAMP para
reivindicar a protecdo legal que couber, no Brasil e no exterior, conforme sua melhor
conveniéncia, comprometendo-se a fornecer as informacdes necessdrias para assegurar o
reconhecimento e protecao dos direitos de propriedade intelectual associados a esta criacdo. No
mais, cede todo e qualquer direito referente a criagio a UEL e a UNICAMP, ressalvados o
direito de reconhecimento como criador e dos ganhos econémicos, quando for o caso, previstos
na Politica de Inovagdo institucional.

Londrina, 23 de Fevereiro de 2024.
Jvcumento assinado digilalmente

“b BRIANI GISELE BIGOTTO
g Jatar 23/02/2024 16:56:26-0300

verifique em https://validar.iti.gov.br

Briani Gisele Bigotto
425.032.108-80
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DECLARACAO DO INVENTOR - CRIADOR

CONSIDERANDO o art. 2° Lei de Inovagdo Paranaense n. 20.541 de 20/04/2021 apresenta as
seguintes definigdes:

e Criador: pessoa fisica que seja inventora, obtentora ou autora de criagao;

e (riagdo: invencdo, modelo de utilidade, desenho industrial, programa de
computador, topografia de circuito integrado, nova cultivar ou cultivar
essencialmente derivada ou qualquer outro desenvolvimento tecnologico,
obtidos por um ou mais criadores, que gere ou possa gerar NOVo Processo,
produto, servigo ou aperfeicoamento incremental;

CONSIDERANDO, o Capitulo IV art. 6° Paragrafo Unico da Politica de Inovagio Insitucional
da UEL, prevé que qualquer criacdo ou inovagdo que tenha sido resultado das atividades da
UEL ou obtidas por meio de seus recursos poderd ser protegida por meio de direitos de
propriedade intelectual, no qual a Universidade ir4 atuar como titular da criacdo e a pessoa fisica
que atuou no seu desenvolvimento serd reconhecido como criador, nos termos da referida
portaria;

CONSIDERANDO, no que couber, o art. 88 da Lei de Propriedade Industrial que dispde sobre
a titularidade da patente ser exclusivamente do empregador (Universidade Estadual de Londrina
- UEL) quando a inven¢ao ou modelo de utilidade decorrer de atividade de contrato de trabalho;

Carolyne Brustolin Braga, pesquisador(a), pesquisadora, brasileiro(a), inscrito(a) no CPF n.
062.252.829.71, residente e domiciliado a Rua Hermantino Coelho, 841 — apto 23, bloco B
—Mansdes Santo Anténio — CEP 13087-500 — Campinas/SP, sendo criador(a) do(a) patente,
intitulado “HIDROGEIS DE POLISSACARIDEO SULFATADO COMO OPCAO
TERAPEUTICA CONTRA HERPES SIMPLEX VIRUS”, declara para os devidos fins que
tendo conhecimento da protecdo da propriedade intelectual feita ou a ser feita em nome da
UNIVERSIDADE ESTADUAL DE LONDRINA, autarquia estadual, com sede a Rodovia
Celso Garcia Cid s/n, PR 445, km 380, Campus Universitario, Londrina — PR, CEP 86057-970,
inscrita no CNPJ sob o n° 78.640.489/0001-53, com sede no Campus Universitario, na cidade de
Londrina, Estado do Parand, na qualidade de autarquia, nos termos da Lei Estadual n.
21.352/2023, denominada UEL e da UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS,
autarquia estadual em regime especial, inscrita no CNPJ/MF n° 46.068.425/0001-33, com sede
na Cidade Universitaria “Zeferino Vaz”, Distrito de Bardo Geraldo, Campinas, Estado de Sao
Paulo, doravante denominada UNICAMP. declara para os devidos fins que nada tem a opor e
da pleno consentimento a UEL e a UNICAMP para reivindicar a protecao legal que couber, no
Brasil e no exterior, conforme sua melhor conveniéncia, comprometendo-se a fornecer as
informagdes necessarias para assegurar o reconhecimento e prote¢ao dos direitos de propriedade
intelectual associados a esta criagdo. No mais, cede todo e qualquer direito referente a criacéo a
UEL e a UNICAMP, ressalvados o direito de reconhecimento como criador e dos ganhos
economicos, quando for o caso, previstos na Politica de Inovagao institucional.

Londrina, 23 de Fevereiro de 2024.

Carolyne Brustolin Braga
062.252.829.71

Petigdo 870240019612, de 07/03/2024, pag. 30/36



170

1) AINTEC |ILTJ_|| — PARANA ¥

agencla deinovagho URL Esradual de Londrina ~ SovErRNo bo estano

DECLARACAO DO INVENTOR - CRIADOR

CONSIDERANDO o art. 2° Lei de Inovacdo Paranaense n. 20.541 de 20/04/2021 apresenta as
seguintes defini¢des:

e (Criador: pessoa fisica que seja inventora, obtentora ou autora de criacao;

e (riacdo: invencdo, modelo de utilidade, desenho industrial, programa de
computador, topografia de circuito integrado, nova cultivar ou cultivar
essencialmente derivada ou qualquer outro desenvolvimento tecnolégico,
obtidos por um ou mais criadores, que gere ou possa gerar Novo processo,
produto, servico ou aperfeicoamento incremental;

CONSIDERANDO, o Capitulo IV art. 6° Paragrafo Unico da Politica de Inovagio Insitucional
da UEL, prevé que qualquer criagdo ou inovagao que tenha sido resultado das atividades da
UEL ou obtidas por meio de seus recursos podera ser protegida por meio de direitos de
propriedade intelectual, no qual a Universidade ira atuar como titular da criagdo e a pessoa fisica
que atuou no seu desenvolvimento sera reconhecido como criador, nos termos da referida
portaria;

CONSIDERANDO, no que couber, o art. 88 da Lei de Propriedade Industrial que dispde sobre
a titularidade da patente ser exclusivamente do empregador (Universidade Estadual de Londrina
- UEL) quando a inven¢do ou modelo de utilidade decorrer de atividade de contrato de trabalho;

Gabrielle Cristina Calegari, pesquisador(a), Discente de pds graduacao, brasileiro(a), inscrito(a)
no CPF n. 092.655.949-42, residente e domiciliado a Rua Espirito Santo, 1276 - Londrina/PR,
criador(a) do(a) patente, intitulado “HIDROGEIS DE POLISSACARIDEO SULFATADO
COMO OPCAO TERAPEUTICA CONTRA HERPES SIMPLEX VIRUS”, declara para os
devidos fins que tendo conhecimento da protecdo da propriedade intelectual feita ou a ser feita
em nome da UNIVERSIDADE ESTADUAL DE LONDRINA, autarquia estadual, com sede
a Rodovia Celso Garcia Cid s/n, PR 445, km 380, Campus Universitario, Londrina — PR, CEP
86057-970, inscrita no CNPJ sob o n°® 78.640.489/0001-53, com sede no Campus Universitério,
na cidade de Londrina, Estado do Parand, na qualidade de autarquia, nos termos da Lei Estadual
n. 21.352/2023, denominada UEL e da UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS,
autarquia estadual em regime especial, inscrita no CNPJ/MF n° 46.068.425/0001-33, com sede
na Cidade Universitaria “Zeferino Vaz”, Distrito de Bardo Geraldo, Campinas, Estado de Sao
Paulo, doravante denominada UNICAMP. declara para os devidos fins que nada tem a opor e
da pleno consentimento a UEL e a UNICAMP para reivindicar a protecio legal que couber, no
Brasil e no exterior, conforme sua melhor conveniéncia, comprometendo-se a fomecer as
informacdes necessdrias para assegurar o reconhecimento e prote¢do dos direitos de propriedade
intelectual associados a esta criacdo. No mais, cede todo e qualquer direito referente a criagao a
UEL e a UNICAMP, ressalvados o direito de reconhecimento como criador e dos ganhos
econoémicos, quando for o caso, previstos na Politica de Inovagao institucional.

Londrina, 23 de Fevereiro de 2024.

Gabrielle Cristina Calegari
092.655.949-42
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DECLARACAO DO INVENTOR - CRIADOR

CONSIDERANDO o art. 2° da Lei de Inovagao Paranaense n. 20.541 de 20/04/2021 apresenta
as seguintes definigdes:

e Criador: pessoa fisica que seja inventora, obtentora ou autora de criag@o;

e C(Cria¢do: invengdo, modelo de utilidade, desenho industrial, programa de
computador, topografia de circuito integrado, nova cultivar ou cultivar
essencialmente derivada ou qualquer outro desenvolvimento tecnolégico,
obtidos por um ou mais criadores, que gere ou possa gerar noOvVo Processo,
produto, servigo ou aperfeigoamento incremental;

CONSIDERANDO, o Capitulo IV art. 6° Paragrafo Unico da Politica de Inovagio Institucional
da UEL, prevé que qualquer criagdo ou inovagdo que tenha sido resultado das atividades da
UEL ou obtidas por meio de seus recursos podera ser protegida por meio de direitos de
propriedade intelectual, no qual a Universidade ird atuar como titular da criagao e a pessoa fisica
que atuou no seu desenvolvimento sera reconhecido como criador, nos termos da referida
portaria;

CONSIDERANDO, no que couber, o art. 88 da Lei de Propriedade Industrial que dispde sobre
a titularidade da patente ser exclusivamente do empregador (Universidade Estadual de Londrina
- UEL) quando a inven¢do ou modelo de utilidade decorrer de atividade de contrato de trabalho;

Ligia Carla Faccin Galhardi, pesquisador(a), Docente, brasileiro(a), inscrito(a) no CPF n.
007.946.139-50, residente ¢ domiciliado @ Rua Rosanis Muniz Silva, 120. CEP 86047-580,
Londrina — PR, criador(a) do(a) patente, intitulado “HIDROGEIS DE POLISSACARIDEO
SULFATADO COMO OPCA() TERAPEUTICA CONTRA HERPES SIMPLEX ViRUS”,
declara para os devidos fins que tendo conhecimento da prote¢do da propriedade intelectual feita
ou a ser feita em nome da UNIVERSIDADE ESTADUAL DE LONDRINA, autarquia
estadual, com sede a Rodovia Celso Garcia Cid s/n, PR 445, km 380, Campus Universitario,
Londrina — PR, CEP 86057-970, inscrita no CNPJ sob o n°® 78.640.489/0001-53, com sede no
Campus Universitario, na cidade de Londrina, Estado do Parana, na qualidade de autarquia, nos
termos da Lei Estadual n. 21.352/2023, denominada UEL e da UNIVERSIDADE ESTADUAL
DE CAMPINAS, autarquia estadual em regime especial, inscrita no CNPJ/MF n°
46.068.425/0001-33, com sede na Cidade Universitaria “Zeferino Vaz”, Distrito de Bardo
Geraldo, Campinas, Estado de Sao Paulo, doravante denominada UNICAMP. declara para os
devidos fins que nada tem a opor e da pleno consentimento a UEL e a UNICAMP para
reivindicar a protegdo legal que couber, no Brasil e no exterior, conforme sua melhor
conveniéncia, comprometendo-se a fornecer as informagdes necessarias para assegurar o
reconhecimento e prote¢do dos direitos de propriedade intelectual associados a esta criagdo. No
mais, cede todo e qualquer direito referente a criagao a UEL e a UNICAMP, ressalvados o
direito de reconhecimento como criador e dos ganhos econdmicos, quando for o caso. previstos
na Politica de Inovagdo institucional.

Londrina, 23 de Fevereiro de 2024.

Ligik Larla Faccin Galhardi
007.946.139-50
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DECLARACAO DO INVENTOR — CRIADOR

CONSIDERANDO o art. 2° Lei de Inovagdo Paranaense n. 20.541 de 20/04/2021 apresenta as
seguintes defini¢des:

e Criador: pessoa fisica que seja inventora, obtentora ou autora de criagéo;

e Criagdo: invengdo, modelo de utilidade, desenho industrial, programa de
computador, topografia de circuito integrado, nova cultivar ou cultivar
essencialmente derivada ou qualquer outro desenvolvimento tecnoldgico,
obtidos por um ou mais criadores, que gere ou possa gerar NOVO Processo,
produto, servigo ou aperfeicoamento incremental;

CONSIDERANDO, o Capitulo IV art. 6° Paragrafo Unico da Politica de Inovago Insitucional
da UEL, prevé que qualquer criagdo ou inovagio que tenha sido resultado das atividades da
UEL ou obtidas por meio de seus recursos poderd ser protegida por meio de direitos de
propriedade intelectual, no qual a Universidade ird atuar como titular da criagio e a pessoa fisica
que atuou no seu desenvolvimento serd reconhecido como criador, nos termos da referida
portaria;

CONSIDERANDO, no que couber, o art. 88 da Lei de Propriedade Industrial que dispde sobre
a titularidade da patente ser exclusivamente do empregador (Universidade Estadual de Londrina
- UEL) quando a inven¢do ou modelo de utilidade decorrer de atividade de contrato de trabalho;

Cétia Cristina Capélo Ornelas Megiatto, pesquisador(a), docente, brasileiro(a), inscrito(a) no
CPF n. 235.983.408-85, residente e domiciliado & Rua Hermantino Coelho 691, apt 11, Mansdes
Santo  Antonio, sendo criador(a) do(a) patente, intitulado “HIDROGEIS DE
POLISSACARIDEO SULFATADO COMO OPCAQ TERAPEUTICA CONTRA HERPES
SIMPLEX VIRUS”, declara para os devidos fins que tendo conhecimento da protegdo da
propriedade intelectual feita ou a ser feita em nome da UNIVERSIDADE ESTADUAL DE
LONDRINA, autarquia estadual, com sede 2 Rodovia Celso Garcia Cid s/n, PR 445, km 380,
Campus Universitario, Londrina — PR, CEP 86057-970, inscrita no CNPJ sob o n°
78.640.489/0001-53, com sede no Campus Universitario, na cidade de Londrina, Estado do
Parand, na qualidade de autarquia, nos termos da Lei Estadual n. 21.352/2023, denominada
UEL ¢ da UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS, autarquia estadual em regime
especial, inscrita no CNPJ/MF n° 46.068.425/0001-33, com sede na Cidade Universitiria
“Zeferino Vaz”, Distrito de Bardo Geraldo, Campinas, Estado de Sdo Paulo, doravante
denominada UNICAMP. declara para os devidos fins que nada tem a opor e da pleno
consentimento a UEL e a UNICAMP para reivindicar a protecio legal que couber, no Brasil e
no exterior, conforme sua melhor conveniéncia, comprometendo-se a fornecer as informagdes
necessarias para assegurar o reconhecimento e prote¢ao dos direitos de propriedade intelectual
associados a esta criagdo. No mais, cede todo e qualquer direito referente 2 criagéio a UEL e a
UNICAMP, ressalvados o direito de reconhecimento como criador ¢ dos ganhos econdmicos,
quando for a caso, previstos na Politica de Inovagio institucional.

Londrina, 23 de Fevereiro de 2024.

, 1.
Ghio 0. Q Ouadles Neg e
Citia Cristina Capélo Ornelas Megiatto
235.983.408-85

Petigdo 870240019612, de 07/03/2024, pag. 33/36



173

1/2

PROCURACAO

OUTORGANTE

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS, autarquia estadual em regime especial,
inscrita no CNPJ/MF n° 46.068.425/0001-33, com sede na Cidade Universitaria
“Zeferino Vaz”, Distrito de Barao Geraldo, Campinas, Estado de S&o Paulo, neste ato
representada por seu Reitor Prof. Dr. Antonio José de Almeida Meirelles, doravante
denominada UNICAMP.

OUTORGADO

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE LONDRINA - UEL, pessoa juridica de direito publico
interno, constituida sob a forma de autarquia, nos termos da Lei n2 9.663 de 16 de
julho de 1991e Lei Estadual n? 21.352 de 01 de janeiro de 2023, com sede na cidade
de Londrina, Estado do Parand, no campus universitario, Rodovia Celso Garcia Cid (PR
445), Km. 380, inscrita no CNPJ/MF sob o n? 78.640.489/0001-53, neste ato
representada na forma de suas normativas internas, por sua Magnifica Reitora, Prof.2
Dra. Marta Regina Gimenez Favaro, nomeada pelo Decreto Estadual n? 11322/2022
e no uso das competéncias que lhe sdo atribuidas no Estatuto e Regimentos da UEL,
brasileira, professora universitaria, portadora do Registro Geral (RG) n24.043.909-9 e
inscrita no CPF n2 869.949.999-04, residente e domiciliada na cidade delLondrina,

Estado do Parana.

PODERES

O outorgante constitui e nomeia pelo presente instrumento seu bastante procurador
para requerer, junto ao Instituto Nacional da Propriedade Intelectual — INPI, em seu
nome e de acordo com a Lei 9.279/96 (Lei da Propriedade Industrial), os atos
normativos, as portarias e as resolugdes baixadas pelo INSTITUTO NACIONAL DA
PROPRIEDADE INDUSTRIAL, a patente intitulada “HIDROGEIS DE POLISSACARIDEO
SULFATADO COMO OPCAO TERAPEUTICA CONTRA HERPES SIMPLEX ViRUS” de

propriedade da Universidade Estadual de Londrina - UEL, e da Universidade Estadual De
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Campinas, para o que ficam outorgados a Universidade Estadual de Londrina - UEL
amplos e ilimitados poderes, exclusivamente para atender a todas as formalidades
legais e regulamentares relacionadas exclusivamente a este mandato, em especial para
registrar a patente, assinar documentos, retificar, juntar, retirar documentos e
requerimentos, anotar transferéncias, realizar alteragées de nome e de sede, apresentar
ou recorrer de oposigdo, recurso, revisdo administrativa, cumprir ou contestar
exigéncias, requerer prorrogagoes, acompanhar o andamento de processos, desistir e
requerer a retirada do pedido e praticar os demais atos que se fizerem necessarios a fiel
execugdo deste mandato junto ao referido 6rgdo durante o periodo em que o processo

estiver vigente.

Esta procuragdo tera vigéncia de 10 (dez) anos, a partir da data de sua assinatura, que

correspondera a data da realizagdo da assinatura digital.

Campinas, 23 de fevereiro de 2024.

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS - UNICAMP
Prof. Dr. Antonio José de Almeida Meirelles
Reitor
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Documento assinado eletronicamente por ANTONIO JOSE DE ALMEIDA MEIRELLES, REITOR, em 06/03/2024, as
15:11 horas, conforme Art. 10 § 2° da MP 2.200/2001 e Art. 1° da Resolugédo GR 54/2017.
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