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LOPES, José Louzinho. Derivados da botriosferana regiosseletivamente sulfatados com
potencial acdo antiviral. 2019. 84 f. Dissertagdo (Mestrado em Quimica) — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2019.

RESUMO

A dengue e a herpes fazem parte das doencas virais que mais afetam a populacdo humana. Tanto
a dengue como a herpes ndo tem um tratamento que possa curad-los. O medicamento existente
para herpes simplesmente retarda a replicagdo do virus na célula hospedeira, e a vacina
herpesvac € ineficaz para herpes do tipo 2, que é a forma mais severa. Para a dengue, ndo existe
um tratamento especifico, e a Unica vacina disponivel ndo atinge um amplo espectro de acdo. Os
polissacarideos sulfatados de algas marinhas, relatados na literatura, foram identificados como
depende de efeitos da sazonalidade. Porém, existem processos biotecnologicos por fermentacéo,
que sdo mais atrativos, pois os polissacarideos sdo produzidos com boa repetibilidade, elevado
grau de pureza e rendimento. A botriosferana € uma beta-glucana produzida pelo fungo
Botryosphaeria rhodina, que apos sulfatacdo em laboratdrio, possui potencial atividade antiviral.
Neste projeto optou-se por introduzir os grupos sulfato em posicdes especificas da botriosferana,
de modo a poder relacionar a potencialidade antiviral com a posi¢do dos grupos sulfato. Por esta
metodologia foram produzidos diferentes derivados empregando-se a estratégia de protecéo-
sulfonacgéo-desprotecao e carboximetilacdo-sulfonacdo. A protecdo pelo grupo pivaloila foi
comprovada no espectro de infravermelho por bandas de vibragdo assimétrica referente a
carbonila (C=0) do grupo protetor. O espectro de RMN de **C e HSQC confirmaram a presenca
de carbono metilico (CHs) e quaternario. Bandas préximas & 1230 cm™ e 810 cm™, atribuidas ao
estiramento assimétrico S=O e simétrico C-O-S, comprovaram a sulfona¢do do derivado
protegido, o que foi confirmado pelo HSQC. A desprotecdo deste derivado ocorreu parcialmente.
O derivado protegido na forma de um acetonideo sulfatado foi comprovado pelo espectro de
infravermelho, com bandas em 1470 cm™atribuidas ao anel cetal, e préximasa 1230 cm™ e 810
cmatribuidas ao estiramento S=O e C-O-S. A desprotecdo também foi comprovada com a
ausécia da banda de estiramento C-O do anel cetal. Os derivados carboximetilados sulfatados
foram comprovados pelos espectros de infravermelno e RMN de 'H e **C. Os derivados
carboximetilados sulfatados, com graus de sulfatacdo de 0,1 a 0,4, apresentaram-se com
potencial atividade antiviral frente ao virus da herpes em testes preliminares.

Palavras-Chave: Polissacarideos. Botryosphaeria rhodina. Agentes antivirais. Bioquimica
médica.



LOPES, José Louzinho. Regioselectively sulfated botriosferan derivatives with potential
antiviral action. 2019. 84 p. Dissertation (Master’s Degree in Chemistry) — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2019.

ABSTRACT

Dengue and herpes are among the viral diseases that most affect the human population. Both
dengue and herpes have no specific treatment that can cure them. The existing herpes drugs
simply retard virus replication in the host cell, and the herpes vaccine is ineffective for herpes
type 2, which is the most severe form. For dengue, the only available vaccine does not reach a
broad spectrum of action. The sulfated polysaccharides from seaweeds, reported in the literature,
have been identified as potential inhibitors of cell infection by enveloped viruses. However, their
production still depends on the effects of seasonality. Biotechnological processes by
fermentation seem to be more attractive, because the polysaccharides are produced with
repeatability, a high degree of purity and yield. Botryosphaeran is a beta-glucan produced by the
fungus Botryosphaeria rhodina, that after sulfonation in the laboratoryit acquires good antiviral
activity.This work was dedicated to the introduction of sulfate groups in specific positions of
botryosphaeran, in order to relate the antiviral potentiality with the position of the sulfate groups.
Different derivatives were produced employing the strategies of protection-sulfonation-
deprotection and carboxymethylation-sulfonation. Asymmetric vibration bands, related to the
carbonyl group (C=0) of the pivaloyl protecting group, were verified by the FT-IR spectrum. *C
and HSQC NMR spectra confirmed the presence of methyl and quaternary carbons. Bands near
1230 cm™ and 810 cm™were attributed to the S=O asymmetric and C-O-S symmetricstretches,
proved the sulfonation of the pivaloyl derivative. The structure of the sulfated acetonide
derivative was confirmed by the FT-IR spectrum, with bands at 1470 cm™ attributed to the ketal
ring, close to 1230 cm™ and 810 cm ™ attributed to the S=O and C-O-S stretches, and was
confirmed by HSQC. Deprotection was also proven with the absence of the ketal band. Sulfated-
carboxymethylated derivatives were prepared and characterized by FT-IR, bands close to 1600
cm?, attributed to the COO™ stretch, 1230 cm™ (S=0) and 810 cm™ (C-O-S) confirmed the
expected structure. The presence of the carbonyl group near 179 ppm was confirmed by *C
NMR. The sulfated-carboxymethylated derivatives were confirmedby the FT-1V spectrum and *
H and ™ C NMR.Sulfated-carboxymethylated derivatives with DSs between 0,1 and 0,4
presented potential antiviral activity against herpes in preliminary assays.

Key words: Polysaccharides. Botryosphaeria rhodina. Antivirals.
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1. Introducao

Dengue e herpes fazem parte das doencas virais que mais afetam a populacdo humana. A
herpes representa um problema global da satde publica e, por ndo existir medicamento antiviral
que possa curar a doenca, mais de 417 milhGes de pessoas vivem com herpes simplex virus tipo
2 (HSV-2) (LOOKER et al., 2012; VICKERMAN et al., 2017).

A dengue é transmitida ao ser humano pelos mosquitos Aedes aegypti e Aedes
albopictus que se distribuem principalmente em regides tropicais e subtropicais, localizados em
Paises onde as condicBes sdo favoraveis para a proliferacdo do vetor, como Brasil e
Mocambique. Mais de 3,9 bilhdes de pessoas se encontram em regides de risco e a cada ano
cerca de 390 milhdes de pessoas sdo infectadas (GYAWALI; BRADBURY; TAYLOR-
ROBINSON, 2016). Muitos destes infectados apresentam sintomas como febres altas, dores
fulminantes e alguns desenvolvem o quadro hemorragico, que é a forma mais severa e fatal
(SINGHI; KISSOON; BANSAL, 2007).

Atualmente, sdo usados medicamentos anti-herpes simplesmente para reduzir a
frequéncia dos sintomas, mas que ndo curam a doenca. E a vacina existente (herpesvac) ndo é
suficientemente eficaz para prevenir a infeccao pelo HSV-2, que é a forma mais severa (READ;
SCHLEISS, 2018). Para a Dengue, até 0 momento ndo existe nenhum tratamento especifico, no
entanto, quando a doenca € diagnosticada, o paciente somente recebe um apoio clinico baseado
em terapia de suporte, principalmente no monitoramento da reposicdo do liquido intravascular
(BEHNAM et al., 2016). A Unica vacina existente ndo é suficientemente eficaz, pois ela
apresenta uma resposta imune baixa aos individuos soronegativos quando comparados aos
soropositivos. Devido a diversidade genética que o virus experimenta no seu habitat, que aponta
a possibilidade de existéncia de um novo sorotipo (DENV-5), pode-se aumentar a dificuldade no
diagnostico da doenca e no desenvolvimento de uma vacina que seja suficientemente eficaz
(GYAWALI; BRADBURY; TAYLOR-ROBINSON, 2016). Tendo em vista esta situacdo, bem
como o elevado nimero de casos infectados que vem crescendo a cada ano e a inexisténcia de
um medicamento especifico que possa curar a dengue e a herpes, hd necessidade de se

desenvolver farmacos antivirais eficazes contra estas doencas.
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As proteinas estruturais dos virus da dengue (DENV) e da herpes (HSV) estdo
localizadas na porcdo N-terminal da poliproteina viral e englobam uma proteina do envelope (E),
do capsideo (C) e do precursor da proteina da membrana (M). Pelo fato de serem virus
envelopados, apresentam em comum o mecanismo de infeccdo. A glicoproteina E do envelope
para DENV e a glicoproteina C para HSV possuem uma porcdo carregada positivamente que
acredita-se ser a regido que favorece a fixacdo do virus ao receptor glicosaminoglicano heparan-
sulfato (HS) da superficie celular. Devido a interacdo i6nica promovida entre regides das
glicoproteinas virais carregadas positivamente e componentes da membrana celular carregados
negativamente, o virus penetra na célula por um processo chamado fusdo (CHEN; MAGUIRE;
MARKS, 1996; MARKS et al., 2001).

A elucidacdo do mecanismo de infeccdo do virus envelopado abriu caminho para a
descoberta de novas moléculas naturais, pertencentes a classe dos carboidratos, que funcionam
como inibidores da infeccdo viral. Dentre vérios carboidratos destacam-se os polissacarideos
sulfatados de algas marinhas que se demostraram potencialmente ativos frente a varios virus
envelopados, tais como: HSV-1 e 2, virus Influenza A, HIV-1 e 2 (HOSOYA et al., 1991;
KITAZATO; WANG; KOBAYASHI, 2007). Os polissacarideos sulfatados, como as
carragenanas e agaranas, intervém na primeira etapa de infeccdo que envolve a associacao entre
0 virus envelopado e a célula hospedeira. Nesta etapa, o polissacarideo sulfatado mimetiza o HS,
assim blogueando a entrada do virus na célula hospedeira (CARLUCCI et al., 2004; DAMONTE
etal., 2004; DUARTE et al., 2004).

Apesar do potencial inibitério demonstrado pelos polissacarideos sulfatados de algas
marinhas frente aos virus envelopados, a sua produ¢do permanece sob o efeito da sazonalidade,
que resulta na producéo de diferentes quantidades de polissacarideo ao longo do ano. Entretanto,
existem processos biotecnoldgicos que se baseiam na fermentacdo, onde os exopolissacarideos
podem ser produzidos com repetibilidade, bom rendimento e pureza (BARBOSA et al., 2003).
Neste contexto, no presente projeto optou-se por usar um polissacarideo produzido por via
fermentativa, a botriosferana. O nosso grupo de pesquisa vem se dedicando ao estudo de
derivatizacdo de polissacarideos, e mostrou que a modificacdo quimica da botriosferana através
da introdugdo de grupos sulfato potencializa a atividade antiviral (SACCHELLI, 2018). Porém,

como ndo se sabe exatamente qual é a posicdo dos grupos sulfato na botriosferana que pode
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influenciar na atividade antiviral, o presente estudo propbe a aplicacdo de procedimentos
sintéticos de modo a inserir os grupos sulfato na molécula, em posicGes especificas, no intuito de

se obter uma potencial atividade inibitoria contra 0 DENV e o0 HSV.
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2. Revisdo Bibliografica
2.1. Virus

Estruturalmente, o virus pode ser constituido pelo material genético DNA ou RNA ,
revestido por uma camada protéica chamada capsideo. Alguns virus possuem uma segunda
camada constituida por glicoproteinas. Estes virus que possuem uma cobertura de glicoproteinas
sdo designados por virus envelopados (GELDERBLOM, H.R, 1996). O virus € o Unico agente
patogénico que ndo tem a capacidade de sofrer a replicacdo sem a célula hospedeira. Por isso,
aproveita-se da sua estrutura externa para interagir com componentes da membrana celular e
consequentemente facilitar a entrada do genoma para a célula por processo de fusdo. Neste
estagio, o virus adapta-se ao sistema metabdlico da célula e desenvolve mecanismos importantes
para a sua replicacdo. A replicacdo viral envolve diferentes estagios, com a participacdo de
enzimas especificas sintetizadas pela célula hospedeira ou pelo préprio virion. No ciclo de
replicacdo, geralmente os virus passam por estdgios comuns, como a interacdo com a celula
hospedeira, transcricdo do mRNA viral, replicacdo do genoma viral, montagem e clivagem de
proteinas virais infecciosas a célula (KITAZATO; WANG; KOBAYASHI, 2007).

2.2. Virus da herpes

O virus da herpes (HSV) encontra-se em dois sorotipos, HSV-1 e HSV-2, pertencentes a
familia herpesviridae. Contém uma molécula de DNA de dupla hélice. A molécula de DNA é
protegida por uma camada de proteinas que o envolve (capsideo) e um envelope lipidico com
glicoproteinas. A infeccdo viral é iniciada com a associacdo de glicoproteinas do envelope viral
(gC) com receptores especificos da membrana celular. O virus penetra na célula sem o envelope
e procura atingir o nucleo celular. Quando o virus coberto s6 de capsideo atinge o nucleo, o
DNA é liberado e comeca a sofrer o processo de replicagédo e trancricdo. O resultado final da

transcricao é a formacao de proteinas virais (WHITLEY, 2006).

O HSV-1 é transmitido principalmente por via oral e causa herpes labial, caraterizado
por sintomas como feridas abertas ao redor da boca chamadas Ulceras. O HSV-2 € transmitido
exclusivamente por contato sexual, causando herpes genital. Geralmente, o infectado nédo
apresenta sintomas ou manifesta sintomas leves que dificultam o reconhecimento no primeiro
estagio da doenca. Quando os sintomas aparecem, o herpes genital é caraterizado por Ulceras ao

redor do orgdo genital, febres, dores no corpo e inchago no ganglios linfaticos. A doenca pode
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atingir qualquer indice de severidade quando o sistema imune estd comprometido. Como por
exemplo, os individuos que padecem de AIDS sofrem severamente pelo herpes (COSTELLO
M.T. (ASCP); SABATINI; YUNGBLUTH, 2006)..

2.3. Virus da Dengue

O virus da Dengue (DENV) é um membro da familia Flaviviridae. Os Flaviviridae séo
virus de RNA de cadeia simples, contendo um genoma relativamente pequeno de cerca de 10
kilobases. E constituido por trés proteinas estruturais ( C, prM e E) (VERMA et al., 2014). A
infeccdo com o DENV pode acontecer com quatro sorotipos (DENV-1 a DENV-4), podendo
resultar em dengue febril (DF), até formas graves como forma hemorragica da dengue (DHF) e a
sindrome de chogue da dengue (DSS) (SINGHI; KISSOON; BANSAL, 2007). DF é a forma
menos severa que ocorre entre 3-8 dias depois da infecgdo, normalmente é caraterizada por
febres altas, dores de cabeca, dores musculares, dores de abdémen, vomito persistente, porém a
recuperacdo pode ocorrer depois de alguns dias. E DHF/DSS representam as formas mais
complicadas, ocorrem geralmente na segunda semana, e sdo acompanhadas por vazamento
severa do plasma e uma hemorragia incessante. Normalmente, o paciente experimenta dias
prolongados de convalescéncia, com fraqueza e depressao, podendo levar os érgdos a faléncia, e
consequentemente a morte (MONATH, 2006).

2.4 Polissacarideos

Polissacarideos sdo macromoléculas naturais constituidos de unidades de
monossacarideos unidos por meio de ligacGes glicosidicas do tipo alfa (o) ou beta (B). Estes
polimeros sdo classificados como homopolissacarideos ou heteropolissacarideos. Diferem uns
dos outros na identidade das unidades monoméricas, no tipo de ligagdes que une as unidades, no
comprimento das cadeias e no grau de ramificagdo, em consequéncia, tém propriedades e
funcGes bioldgicas notavelmente diferentes (NELSON e COX, 2013).

Os polissacarideos constituem o grupo de compostos mais abundante na biosfera,
desempenhando diversas fungdes fisiologicas nos seres vivos. Servem como forma de
armazenamento de energia, atuam como elementos estruturais e protetores nas paredes celulares

bacterianas, vegetais e também nos tecidos animais (NELSON & COX, 2013). Possuem ampla
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aplicacdo em industrias de alimentos, relacionada com as suas propriedades fisicas, como o
potencial de modificacédo de propriedades em meio aquoso ( CORRADI DA SILVA et al., 2006).

Nas Ultimas décadas, os polissacarideos tém levantado interesse de pesquisadores na
exploracdo da sua atividade bioldgica, como atividade anti-inflamatoria (CAROLINE et al.,
2013), antioxidante (GAO et al., 2010), antiviral (TALARICO et al., 2005), anticoagulante e
antitromboética (WU, S. J.; CHUN, M. W.; SHIN, K. H.; TOIDA, T.; PARK, Y.; LINHARDT, R.
J.; KIM, 1998) e imunomoduladora (Bl et al., 2013). A atividade bioldgica destes compostos
depende da estrutura molecular e conformacdo espacial da molécula (DUARTE et al., 2004).
Portanto, a modificacdo molecular de polissacarideos é considerada como uma das melhores
estratégias para prover novas fungdes ou potencializar a sua atividade biolégica (MENDES et al.,
2009).

2.3.1 Exopolissacarideos

Os exopolissacarideos (EPS) sdo polissacarideos extracelulares, produzidos por alguns
fungos e bactérias através da fermentacdo, os quais sdo encontrados ligados a superficie das
células destes microorganismos, e sdo secretados no meio liquido de cultivo. Um dos primeiros
polissacarideos obtidos por este processo, nos meados do século XIX, foi o dextrana, produzido
pela bactéria Leuconostoc mesenteroides. E mais tarde, ao fim do século XX, iniciou-se o0
desenvolvimento de estudos de producdo de exopolissacarideos a partir de fungos. Os EPS
produzidos por fungos sdo agrupados em Homopolissacarideos e Heteropolissacarideos.
Segundo a caracterizacdo quimica realizada, a maioria dos exopolissacarideos fingicos séo B-
glucanas ( CORRADI DA SILVA et al., 2006).

2.3.2 B-glucanas

B-glucanas s@o polissacarideos constituidos por monémeros de D-glucose,
sequencialmente interligados. S0 os principais constituintes estruturais da parede celular das
bactérias e fungos, podendo ser encontrados também em cereais. As B-glucanas sao
homopolissacarideos que derivam de diferentes fontes, podendo apresentar alguma varia¢do na
sua estrutura. As cadeias s@o lineares ou apresentam ramificacdo em certas partes da estrutura,

constituidas por unidades de D-glucose interligadas por meio de ligacdo glicosidica em
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configuracdo B. Normalmente as ligagdes glicosidicas sdo do tipo (1—3); (1—4); (1—6);
(1-3,1—6) ou (1—4,1—3) (Figura 1) (AKRAMIEN et al., 2007).

Figura 1- Estruturas de B-Glucanas fungicas: (a) (1—3)-; (b) (1—6)-; (¢) (1—4;1—3)-; (d)
(1—3;1—6)- € () (1—6;1—3)-B-D-Glucanas
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Fonte:.(SYNYTSYA; NOVAK, 2013)

2.3.3 Botriosferana

A botriosferana, uma B-glucana produzida pelo fungo Botryosphaeria rhodina, € um EPS
constituido por residuos de glucose interligados por ligacdes glicosidicas do tipo B-(1—3) na
cadeia principal e B-(1—6) nas ramificagfes. As ramificagcOes sdo encontradas a cada 5 ou 6
residuos de glucose na cadeia principal na posi¢do 6 do residuo de glucose, e sdo constituidas por
glucose ou gentiobiose (Figura 2) (BARBOSA et al., 2003).
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Figura 2- Representacdo da estrutura quimica do exopolissacarideo botriosferana
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Fonte: (BARBOSA et al., 2003)

2.4 Modificacdo quimica dos polissacarideos

Uma B-Glucana possui distintos grupos reativos que sdo considerados como posicoes
suceptiveis a modificdo quimica, que sdo as hidroxilas e a ligacdo glicosidica. A posicdo da
ligacdo glicosidica é a posicdo atraente para protons e enzimas, promotores da reacdo de
despolimerizacdo, enquanto que a hidroxila é a posicdo suceptivel a reacdo de substituicao
nucleofilica (Sy). No entanto, cada residuo de D-glucose possui até 3 hidroxilas que se
diferenciam quanto a sua posicdo no mondmero e efeito estérico e, consequentemente, na
capacidade reativa. Em reacdes de derivatizacdo, o oxigénio da hidroxila atua como um
nucledfilo, permitindo a introducdo de novos grupos funcionais por Sy. Contudo, devido
aalgumas diferencas estéricas, diferentes graus de substituicdo (DS) podem ser alcangados nas
reacdes de Sy em B-Glucanas. Relacionado a esta carateristica estérica, que define o DS, pode-se
considerar que as B-Glucanas sdo suceptiveis a reacfes regiosseletivas, em que uma hidroxila
presente em cada residuo reage preferencialmente em relacdo & outra. Portanto, a
regiosseletividade permite sintetizar um derivado estruturalmente definido, podendo-se usar a
estratégia de protecdo e desprotecdo de hidroxilas (JACOBSEN; AMBROSINI, 2007).
Normalmente, o grupo protetor é introduzido temporariamente na molécula para mascarar 0s
grupos funcionais sensiveis a um determinado reagente. Este grupo protetor, dependendo das
suas carateristicas eletrénicas, pode desativar o grupo nucleofilico (GUO; YE, 2010).Varias
estratégias foram aplicadas com sucesso com grupos de protecdo amplamente utilizados em
quimica de carboidratos e uma grande diversidade de polissacarideos tem sido

regiosseletivamente sulfatada.
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O grau de substituicdo (DS) é um pardmetro que define o numero de substituintes
introduzidos em cada unidade monomérica de um polissacarideo. O valor maximo do DS
depende de carateristicas como a natureza estrutural do polissacarideo e o tipo de reacao
envolvida na introdug@o do substituinte. Como por exemplo, as B-glucanas lineares possuem 3
grupos hidroxilas livres em cada unidade de glucose. Se a substituicdo acontecer em todos
grupos,o valor de DS sera 3. Em caso da substituicdo acontecer exclusivamente no alcool
primario (OH-6), o DS sera 1 (JACOBSEN; AMBROSINI, 2007).0 grau de sulfatacdo esta
relacionado com a atividade bioldgica. Por exemplo, no estudo realizado por SACCHELLI
(2018) foi demosntrado que os derivados sulfatados da botriosferana de maior grau de sulfatacdo

tém maioratividade antiviral comparado aos de menor grau de sulfatacao.

2.4.1 Protecéo dos grupos hidroxila de polissacarideos

Devido ao numero de grupos hidroxila em mondmeros de polissacarideos, a estratégia de
protecdo é bastante aplicada em reacOes regiosseletivas. Dentre os grupos hidroxila presentes nos
polissacarideos, o alcool primario é mais nucleofilico que o alcool secundario. Isso significa que
0 grupo hidroxila da posi¢do C-6 reage mais rapidamente que aqueles em C-2, C-3 e C-4 em f-
Glucanas. Porém, dentre os alcoois secundarios é muito dificil ou impossivel diferenciar a sua
reatividade e na literatura existe pouca informacdo sobre este assunto (JACOBSEN;
AMBROSINI, 2007).

2.4.1.1 Esterificacdo regiosseletiva de polissacarideos

A esterificacdo envolve a reacdo de um alcool com um agente acilante. Devido a
estabilidade e facilidade de remocdo do grupo protetor, os agentes acilantes usados com maior
frequéncia em sintese de polissacarideos acilados sdo: o anidrido acético ((CH3CO),0) e o
cloreto de pivaloila (PivCl). O PivCl é amplamente utilizado na protecdo das hidroxilas primarias
dos polissacarideos (em C-6), pois devido ao impedimento estérico do grupo t-butila, ndo ha
reacdo com as demais hidroxilas, que sdo secundarias (Esquema 1). A reacao do anidrido acético
podes er realizada em meio acido ou, na presenca de uma base, como a piridina, enquanto que
com cloreto de pivaloila, além da piridina é necessario utilizar o 4-dimetilaminopiridina(DMAP)
como catalisador (DE ARAUJO et al., 2013). Estas reagbes podem ser conduzidas em meio
heterogéneo ou homogéneo. Em meio heterogéneo, a formamida ou DMF sdo usados como

solventes, e nestas condi¢des os polissacarideos se mostram menos reativos, pelo fato da reagéo



22

ser conduzida na fase sélida. Em meio homogéneo, o grupo hidroxila é mais reativo que na fase
solida, pois o polissacarideo dissolve completamente e a interacdo por ligagcBes de hidrogénio
entre as cadeias dos polissacarideos é quebrada, tornando os grupos hidroxila mais acessiveis. Os
solventes geralmente usados em meio homogéneo sao DMA/LICI e DMF/LICI (JACOBSEN;
AMBROSINI, 2007).

Agentes acilantes

"
— @)
H3;C C\
@) H3C\ )J\
/ C Cl
H3C - C\\ H3C
O CH3
Anidrido acético Cloreto de pivaloila

Esquema 1- Agentes acilantes e mecanismo proposto de esterificacdo com cloreto de pivaloila
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Fonte: (DE ARAUJO et al., 2013; GAO et al., 1997)

2.4.1.2 Grupos protetores acetal e cetal

Benzilideno e isopropilideno sdo exemplos de grupos protetores do tipo cetal e acetal,
amplamente utilizados para mascarar grupos hidroxila 1,2-cis-diol e 1,3-trans-diol, formando um
anel de cinco e seis membros, respectivamente. O isdmero 1,2-cis-diol é mais favorecido em
relacdo ao 1,3-trans-diol. Geralmente, este tipo de reacdo ocorre sob condicdo acida na presenca

de benzaldeido ou acetona como agente derivatizante. Normalmente sdo usados acidos para-
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tolueno sulfénico e canforsulfénico como catalisadores. Na auséncia destes acidos, pode-se usar
0 é&cido sulfarico diluido, embora a sua forca possa quebrar a ligagdo glicosidica, assim
promovendo a despolimerizacdo. O esquema 2 representa 0 mecanismo de reacdo da acetona
com uma B-(1—3)-D-glucana. Sob a acdo de um 4&cido, a acetona sera protonada e,
posteriormente, o carbono da carbonila sofrerd um ataque nucleofilico pela hidroxila menos
impedida estericamente (OH-6). Durante este processo, forma-se o ion ox6nio, devido a sua
instabilidade, o carbono eletrofilico do ion é atacado pela segunda hidroxila (OH-4), assim
formando o acetonideo (Esquema 2) (GREENE & WUTS, 2007).

Esquema 2- Mecanismo de formacdo de um acetonideo de carboidrato
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Fonte: (GREENE & WUTS, 2007)

2.4.2. Sulfonacdo regiosseletiva

A modificacdo quimica de polissacarideos por sulfonacdo é bastante utilizada por causa
das propriedades bioldgicas que os produtos modificados adquirem. Por exemplo, a modificacdo
da botriosferana com grupos sulfato no polissacarideo além de fornecer a atividade
anticoagulante melhorou a sua solubilidade (MENDES et al., 2009).

A reacdo de sulfonacdo de polissacarideos consiste em introduzir o grupo sulfonatonas hidroxilas
livres das unidades monossacaridicas, 0 que altera as propriedades fisico-quimicas e aatividade

bioldgica. Os primeiros reagentes aplicados na sulfonacdo de polissacarideos foram: cloreto de
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sulfonila, acido sulfurico e seus derivados, como o acido clorossulfurico, 1-piperidina sulfénico e
acido sulfamico. Por terem apresentado a capacidade de romper a ligacdo glicosidica, causando
uma despolimerizacdo significativa no polimero, devido a elevada acidez dos reagentes,
sdoutilizadosreagentes mais estaveis, de facil manuseio e menos acidos. Atualmente, séo
aplicados complexos de trioxido de enxofre (SO3) com amidas (DMF) e aminas (piridina(Py),
trietilamina(EtsN), N,N-diisopropiletilamina(DIPEA)) em solventes apréticos como Py, DMF,
dimetilsulfoxido (DMSO), dimetilacetamida (DMA) ou N-metilpirrolidona (NMP). Todos estes
reagentes sdo utilizados para introduzir o grupo sulfonato na hidroxila do polissacarideo
(BEDINI,2017). Contudo, o grupo hidroxila predomina em todas moléculas de polissacarideos,
em alguns casos o0s polissacarideos naturais se apresentam na forma de acetato (heparina), sulfato
(carragenana) ou amina (heparan sulfato) (DE ARAUJO et al., 2013; MARKS et al., 2001).
Estes grupos dispdem de uma reatividade quimica semelhante, por isso nas reacdes de
derivatizacdo é fundamental a escolha dos reagentes e grupos protetores (BEDINI, 2017,
AGOSTON; STREICHER; FUGEDI, 2016). No estudo realizado por ARAUJO e colaboradores
(2013), foi mostrado que a sulfonacdo regiosseletiva em polissacarideos pode ocorrer
controlando a quantidade do agente sulfonante ou aplicando a estratégia de protecdo-sulfonacéo-
desprotecdo. Foi aplicado o cloreto de pivaloila como grupo protetor para derivatizar o
polissacarideo carragenana (Esquema 3a). O mesmo grupo protetor foi aplicado no
polissacarideo curdlana por GAO e colaboradores (1997) (Esquema 3b).Em ambos
polissacarideos o grupopivaloila foi introduzido na posicao do C-6, seguida de sulfonacdo com o
complexo SOs-Piridina e desprotecdo em meio basico (NaOH) (DE ARAUJO et al., 2013; GAO
et al., 1997). Cabe salientar que a curdlana é um polissacarideo ndo ramificado, constituido por
residuos de glucose interligados por ligacdo glicosidica B-(1—3) em uma cadeia linear. A
estrutura molecular que a curdlana dispde pode conferir nela uma melhor solubilidade e
consequentemente facilidade na derivatizagdo comparado a carragenana e botriosferana. O
polissacarideo usado por ARAUJO e colaboradores (2013), é uma x-carragenana, que é uma
galactana sulfatada de cadeia linear, constituido por uma unidade alternada de j-D-
galactopiranosil sulfatada ligada a unidade de a-3,6-D-anidrogalactopiranosil (forma ciclizada)
pela ligagdo glicosidica (1—4) (VAN DE VELDE et al., 2002). O grupo substituinte sulfato e a
forma ciclizada da carragenana podem elevar o impedimento estérico na molécula, assim como

dificultar a derivatizacdo. O efeito estérico € mais acentuado na botriosferana, que ¢ um
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polissacarideo ramificado com uma estrutura conformacional de tripla hélice, onde os grupos OH
ja estdo envolvidos em interacdes intermoleculares/intramoleculares, conferindo a ela uma baixa
solubilidade e reatividade (GIESE et al., 2008).

Esquema 3- Sulfonacdo regiosseletiva dos polissacarideos carragenana e curdlana mediante
protecdo pelo grupo pivaloila
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Fonte: (DE ARAUJO et al., 2013; GAO et al., 1997).

2.5 Carboximetilacéo de polissacarideo

A sintese de polissacarideos carboximetilados geralmente € realizada em condigdes
homogéneas (agua) ou heterogéneas (isopropanol ou etanol/tolueno), usando NaOH como base e
0 4cido monocloroacético (MCA) como agente alquilante. Primeiramente, o NaOH reage com o0s
grupos hidroxila do polissacarideo para formar grupos alcéxido que tendem a atacar o MCA via
SN, (JACOBSEN; AMBROSINI, 2007; XU et al., 2009). O resultado deste ataque nucleofilico é
um polissacarideo carboximetilado preferencialmente na posi¢do do C-6 (Esquema 4). Porém, o

grupo carboximetila introduzido, além de afetar na mudanga conformacional do polissacarideo
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nativo, devido adiminuicdo da interacdo intermolecular/intramolecularpor ligacbes de
hidrogénio, também pode contribuir para melhorar a solubilidade em &gua e modularas
atividades bioldgicas (XU et al., 2009; YANG et al., 2011). Varios polissacarideos foram
carboximetilados com sucesso, e além de adquiriruma boa solubilidade em agua (KAGIMURA
et al., 2015), demonstraram melhorias nas atividades antioxidante (XU et al., 2009) e antitumoral
(ZHANG et al.,, 2005). A atividade antioxidante destes derivados carboximetilados foi
relacionada com a presenca do grupo carboximetil na sua estrutura. Existem outras carateristicas
que podem impactar na atividade bioldgica dos polissacarideos carboximetilados, como a
mudanca conformacional, induzida pela introducéo do grupo funcional, que propicia & molécula
diferentes possibilidades de interagdes moleculares com receptores celulares (XU et al., 2009;
YANG et al., 2011; ZHANG et al., 2005).

Esquema 4- Reacdo de carboximetilacdo de um polissacarideo
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Fonte: (XU et al., 2009)

2.6 Estrutura conformacional de B-glucanas

As B-glucanas,dependendo da sua composicdo, podem adotar varias formas
conformacionais em solugdo aquosa, como a forma enrolada ao acaso, hélice simples, hélice
dupla, hélice tripla, forma de minhoca, bastdo e agregado (Figura 3) . Em particular, as B-
(1—-3;1—6)-D-glucanas tendem a formar conformagfes em hélice devido as interagGes
intermoleculares por ligacGes de hidrogéneo promovidas por hidroxilas livres presentes na
cadeia. Algumas destas B-glucanas, como a botriosferana e a lentinana, existem na forma de
tripla hélice em solucdo e as suas estruturas conformacionais sdo mantidas por forcas
intermoleculares. As atividades bioldgicas destes biopolimeros podem sofrer influéncia da sua
conformacéo (GIESE et al., 2008; WANG et al., 2017b).
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Figura 3- Possibilidades conformacionais de polissacarideos em solu¢do aquosa
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Fonte: (WANG et al., 2017b)

2.7 Solubilidade de polissacarideos

As B-glucanaspossuem uma variedadeestrutural e de propriedades fisicas, como os graus
de polimerizagdo e ramificacdo, conformacdo, massa molecular e solubilidade em &gua. O grau
de polimerizacdo (GP) e ramificacdo é um dos fatores cruciais para determinar a solubilidade dos
polissacarideos. Porém, grande parte de polissacarideos extracelulares sdo praticamente
insolveis em agua e ndo sao solubilizados facilmente em outros tipos de solventes inorganicos e
organicos (ISHIBASHI et al., 2004). Para derivatizacdo de polissacarideos sdo usados
comumente solventes organicos aproticos, como a formamida(FA) e a dimetilformamida(DMF)
(BEDINI, 2017). Mas estes polissacarideos possuem baixa solubilidade em solventes organicos.
Foi demonstrado que uma solucédo alcalina de hidroxido de s6dio melhora a solubilidade de -
glucanas. O NaOH afeta a estabilidade das interagdes intermoleculares e intramoleculares por
ligagOes de hidrogénio, levando a uma transicdo conformacional de tripla hélice para hélice
simples. A conversdo entre hélice tripla e simples pode ser mediada por diferentes tratamentos
quimicos e fisicos. Sugere-se que o NaOH cause uma abertura parcial na tripla hélice, devido a
quebra de ligacdes de hidrogénio, que leva a formacéo de uma cadeia simples que, rapidamente,
pode retornar a sua conformacéo estavel através da neutralizacao ou dialise (YOUNG, 2000).

A solucéo alcalina de NaOH conduz a uma solucdo homogénea de B-glucana, mas torna-
se inviavel conduzir reagdes de derivatizacdo neste meio, pelo fato do ion hidroxido poder
interferir na reacdo e levar a formacgdo de um produto indesejado. No entanto, liquidos i6nicos
surgiram como novos solventes aplicados na derivatizacdo de polissacarideos, por estes terem a
capacidade de desfazer a complexa estrutura conformacional dos exopolissacarideos, assim

contribuindo no aumento da solubilidade. Portanto, para polissacarideos que se mostram
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insollveis em agua e em solventes organicos, sugere-se 0 uso de uma mistura de solventes que
consiste em solvente orgénico e sal inorganico. Como exemplos incluem-se as misturas de
dimetilacetamida (DMA)/cloretodelitio (LiCl), DMF/LICI, 1,3-dimetil-2-imidazilonona
(DMI)/LICI e DMSO/TBAF (fluoreto de tetrabutilaménio).Um liquido i6nico pode dissolver
uma variedade de polissacarideos, permitindo que a derivatizagcdo ocorra em meio homogéneo
(JACOBSEN; AMBROSINI, 2007).

2.8 Atividade Bioldgica dos Polissacarideos

A modificacdo molecular é uma estratégia importante na obtencdo de analogos para
utilizacdo em estudos sobre atividade bioldgica. A variacdo na estrutura quimica permite estudar
qual o efeito que a alteracdo traz na atividade bioldgica (PATRICK, 1995 ). Devido a ampla
variedade de atividades bioldgicas dos polissacarideos, a sintese de derivados por diversos
métodos sintéticos tem despertado uma grande atencdo na descoberta de novas propriedades
bioldgicas. Varios métodos de derivatizacdo dos polissacarideos foram reportados na literatura,
como a sulfonacdo (MENDES et al., 2009), acilacdo (GROTE; HEINZE, 2005), fosforilacdo
(GROTH; WAGENKNECHT, 2001) e carboximetilacdo (XU et al., 2009). Tem sido sugerido
que a atividade biol6gica dos polissacarideos em alguma parte depende da presenca de certos
grupos funcionais na molécula, como o ion sulfato (SO4), ion carboxilato (COQO"), como também
pode ser influenciada pelo tamanho da molécula, conformagdo, configuracdo da ligacdo
glicosidica (CARLUCCI et al., 1997; DUARTE et al., 2004). Porém, os estudos realizados com
glucanas nédo derivatizadas mostraram que a sua atividade esta relacionada com a configuracao
da ligacdo glicosidica. Por exemplo, uma p-(1—3)-glucana apresenta atividade
imunomoduladorae imunotoxicolégica (ISHIBASHI et al.,, 2004) enquanto que uma a-
(1—-3;1—4)-D-glucana é um potente agente antioxidante (GAO et al., 2010). Apesar das B-
glucanas apresentarem uma grande diversidade de atividades bioldgicas, a baixa solubilidade é
vista como um dos fatores limitantes (ISHIBASHI et al., 2004). Por isso, a derivatizagdo de B-
glucanas € considerada como um meio para aumentar a sua solubilidade e potencializar suas
aplicacbes (KAGIMURA et al., 2014, 2015).2.8.1 Polissacarideos sulfatados: relagcdo entre

estrutura quimica e atividade antiviral.

Os polissacarideos sulfatados que derivam de algas marinhas tém sido investigados por

apresentarem uma variedade de atividade biologicas, tais como atividade antiviral (DUARTE et
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al., 2001, 2004; PAULA et al., 2006), anticoagulante(WU, S. J.; CHUN, M. W.; SHIN, K. H.;
TOIDA, T.; PARK, Y.; LINHARDT, R. J.; KIM, 1998), e antitumoral (WANG et al., 2017a).
Por exemplo, as carragenanas, produzidas por algas vermelhas da espécie Gigartina skottsberggi,
demostraram o efeito antiviral contra o virus da herpes, e o efeito anticoagulante (CARLUCCI et
al., 1997).

A variacgdo na atividade anti-dengue dos polissacarideos sulfatados depende do sorotipo
viral e do tipo de célula utilizada no ensaio. Kappa, iota, lambda carragenanas e DL-galactanas
mostraram maior potencial inibitério contra o virus da dengue-2 (DENV-2), baixo efeito
antiviral contra DENV-3 e DENV-4, e totalmente inativos contra DENV-1 (TALARICO et al.,
2005). O efeito inibitorio destes polissacarideos sulfatados baseia-se na habilidade que tém em
interferir na primeira etapa de infeccdo da celula hospedeira pelo virus. S&o 0s grupos anibnicos
do polissacarideo heparan sulfato, presentes na superficie da membrana celular, que interagem
com uma regido catidnica da glicoproteina E (gE) do virus, favorecendo a sua fixacdo na
superficie da membrana da célula hospedeira. Portanto, existe uma sequéncia de etapas de
interacdo que ocorrem neste processo, influenciada por outros tipos de glicoproteinas virais (gD
ou gB) que ligam-se a diferentes receptores da membrana celular (DUARTE et al., 2004). Neste
contexto, a variacdo da atividade antiviral dos polissacarideos sulfatados em relagcdo ao sorotipo
viral, reportada no estudo de TALARICO e colaboradores (2005) pode estar relacionada com os
diferentes tipos de interacGes que acontecem entre as glicoproteinas virais e 0s receptores da

membrana celular.

O estudo realizado com agaranas sulfatadas mostou que o aumento do peso molecular e o
grau de sulfatacdo tende a aumentar a atividade antiviral. As agaranas com um grau de sulfatacédo
correspondente a 22-24% e um peso molecular 34-43,7 kDa apresentaram maior atividade
antiviral contra herpes viral do tipo 1 e 2 comparativamente as agaranas sulfatadas com 11,2-
16,2% de grau de sulfatacdo e 5,1-31,3 kDa de peso molecular (DUARTE et al., 2004).

A regido hidrofébica do polissacarideo (regido piranosidica) desempenha um papel
importatante na interacdo virus-célula, pois, a rotacdo da unidade do mondmero através da
ligacdo glicosidica favorece a interacao entre o polissacarideo e a glicoproteina viral (Figura 4),
forcando o grupo anidnico a acomodar-se melhor a estrutura da glicoproteina, assim resultando
em um efeito sinérgico (DUARTE et al., 2004).
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Figura 4- Estruturas minimas ligantes no heparan sulfato (a) e em agaranas sulfato (b). As zonas
hidrofébicas estdo indicadas em cinza e as zonas idnicas estdo circuladas. As setas indicam as
possibilidades de rotagdo em relagdo as ligacdes glicosidicas. Para o heparan sulfato R = H indica
estrutura minima ligante para glicoproteina gC do HSV. Para as agaranas sulfato R = H, R’ = SOz e

R’> = SOz -indicam estrutura minima ligante de gC do HSV.

a -
(a) 0,S0H,C H/O o 0,;S0
_ - H HH
H .0
RO HO,C OH 0=
H

Fonte: (DUARTE et al., 2004)

Segundo os estudos realizados pelo nosso grupo de pesquisa, a botriosferana sulfatada
aleatoriamente possui potencial atividade antiviral, como néo se sabe a posi¢do do grupo sulfato
que influencia na atividade antiviral,neste trabalho prop6em-se a sintese regioespecifica de
botriosferana sulfatada e o estudoda relagéo entre a posicdo dos grupos sulfato e a respectiva

atividade antiviral (Esquema 5).
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3. Objetivos
3.1 Objetivo geral

Preparar derivados regiosseletivamente sulfatados do exopolissacarideo botriosferana e

3.2 Objetivos especificos
Preparar derivados da botriosferana, de alto ou baixo peso molecular, sulfatados

seletivamente nos grupos hidroxila das posicOes 2, 4 e 6 das unidades de glucose (Esquema 5);

Avaliar o potencial antiviral dos compostos obtidos e desenvolver um estudo de relagéo

estrutura-atividade dos mesmos;

Elaborar outras reacGes de derivatizacdo dos compostos obtidos a fim de aumentar a sua

variabilidade quimica e sua respectiva atividade antiviral (Esquema 5).
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Esquema 5- Rotas sintéticas propostas para a preparacao dos derivados da botriosferana
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Fonte: (DE ARAUJO et al., 2013; XU et al., 2009)
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4. Metodologia
As amostras de botriosferana nativa usadas neste trabalho foram gentilmente cedidas pela
Prof. Aneli M. Barbosa-Dekker, do Departamento de Quimica da UEL. Elas foram produzidas

segundo a metodologia de Barbosa e colaboradores (2003).

4.1. Reducéo da botriosferana com boroidreto de sodio

Reducdo em meio heterogéneo: em um baldo de 250 mL, adiciounou-se 90 mL de agua
destilada e, em seguida, numa Unica por¢do, 0,29 g de botriosferana e 0,085g de NaBHs. A
mistura resultante foi mantida sob agitacdo a t.a. durante 24 h. Decorrido este tempo, foi
adicionado 1 mL de &cido acético glacial concentrado e mantido sob agitacdo por 10 min (DE
ARAUJO et al., 2013).

Reducdo em meio homogéneo: 0,2 g de botriosferana foi solubilizado em 60 mL de
NaOH 0,25 M. Depois foi adicionado a mistura homogénea, 2 g de NaBH,. A mistura resultante
foi mantida sob agitacdo a t.a durante 24h. Decorrido este tempo, foi adicionado 1,5 mL de &cido
acetico glacial concentrado e mantido sob agitacdo por 10min (SONG et al., 2009).

Purificacdo: A mistura foi dialisada em membrana de dialise de celofane, contra solugédo
de NaCl 1M (24 h) e 4gua destilada (96 h), e a mistura resultante foi concentrada por evaporacao
a pressdo reduzida e seca por liofilizacio (DE ARAUJO et al., 2013).

4.2 Carboximetilacdo da botriosferana

As amostras foram preparadas pelo nosso grupo de pesquisa, no Laboratério de Sintese
de Moléculas Medicinais (LaSMMed). Em um baldo de fundo redondo, que continha 0,106g de
botriosferana nativa, foram adicionados 4mL do isopropanol e a mistura foi mantida sob agitacdo
magnética, a t.a. durante 15 min. Em seguida, foi adicionado gota a gota 1,4 mL de NaOH a
20%. A mistura resultante foi vigorosamente agitada a t.a, durante 1 h. Depois foram adicionados
0,5 mL de 4cido monocloroacético (MCA )(4 mol L™) e a mistura reacional foi mantida sob
agitacdo em um banho de 6leo (60 °C) durante 4 h. Decorrido este tempo, a mistura reacional foi
neutralizada com solucdo de HCI 0,1 M. A mistura foi purificada de acordo com o item 4.1
(CHEN et al., 2010; XU et al., 2009).
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4.2.1 Reacdes de sulfonacéo da botriosferana carboximetilada com o acido clorossulfonico

Em um bal&o de fundo redondo de 125 mL, adicionou-se a botriosferana carboximetilada,
e ja sob atmosfera inerte, foram adicionadas formamida e piridina (1:1, ambas secas em peneira
molecular), na propor¢do de 1 mL para cada 2,5 mg de botriosferana carboximetilada. Essa
mistura foi mantida sob agitacdo magnética a t.a, durante 24 h. Decorrido o tempo acima, foi
adicionado 0,8-4,0 mL de &cidoclorossulfénico (100-296 equivalentes/ unidade de glucose) gota
agota ao baldao em banho de gelo, durante o tempo de 1 h. Apos a adicéo, o balao foi mantido sob
agitacdo a aproximadamente -4°C, durante 15-24 h. Em outra condi¢do, o baldo foi mantido sob
agitacdo em um banho de 60 °C durante 4 h. Decorrido esse tempo, a reacéo foi finalizada com a
adicdo de aproximadamente 50 mL de gelo de &gua destilada e neutralizagdo com solucédo
saturada de bicarbonato de sodio. A mistura foi dialisada contra solu¢cdo de NaCl 1 M (24 h) e
agua destilada(96 h) até se obter teste negativo para ions sulfato por precipitacdo com BaCl,, a
solucdo resultante foi concentrada por evaporagdo a pressdo reduzida e seca por liofilizagcdo
(CHEN et al., 2010; MENDES et al., 2009).

4.3 Reacdo de sulfonacdo com o complexo triéxido de enxofre e piridina
A reacéo de sulfonagéo foi conduzida em meio heterogéneo e homogéneo.

Meio homogéneo: 0,03 g da botriosferana reduzida com NaBH, foram solubilizados em
15 mL de formamida e depois foi filtrada. A solucéo resultante da filtracdo foi colocada em um
baldo de 125 mL sob atmosfera inerte.Neste baldo foram adicionados 0,23 g do complexo SOs-
Py (24 equivalentes /unidade de glucose) e 0,067 mL de trietilamina (8 equivalentes/unidade de
glucose). A mistura reacional resultante foi agitada a t.a. durante 7 h. Decorrido este tempo,
adicionou-se solugdo de NaHCO; saturado, gota a gota, até a neutralizacdo. Depois da
neutralizacdo, a mistura foi tratada com 3 volumes de etanol e o precipitado formado foi
separado por centrifugacdo. Em seguida, o precipitado foi dissolvido em 10 mL de solucédo de
tampdo fosfato 0,025 M e pH 7,0 e, posteriormente, dialisada em solu¢do de NaCl 1M (24 h) e
agua destilada (96 h). Apds 120 h de didlise, a solucdo foi concentrada a pressdo reduzida e

liofilizada.

Meio heterogéneo: em um baldo de 125 mL que continha 0,086 g da botriosferana
reduzida com NaBH, NaOH foi adicionado 30 mL de DMF e 10 mL de piridina, sob ambiente
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inerte de argbnio, a mistura foi vigorosamente agitada a t.a. durante 48 h. Em seguida, foi
adicionado a mistura 2 g do complexo SO3-Py (24 equivalentes / unidade de glucose) e 0,6 mL
de trietilamina (8 equivalentes / unidade de glucose). A mistura foi agitada & t.a. durante 48 h.
Decorrido este tempo, adicionou-se solucdo de NaHCO; saturado, gota a gota, até a

neutralizacdo.A mistura resultante foi purificada de acordo com o item 4.1.

4.4 Sulfonagéo da botriosferana via éster de pivaloila

Em um baldo de fundo redondo de 125 mL, adicionou-se 0,149 de botriosferana reduzida
e a atmosfera foi ambientada com argonio. Em seguida, foi adicionado 20 mL de formamida e 5
mL de piridina secas. A mistura foi agitada até se notar que a maior parte da massa de
polissacarideo se solubilizou (48 h). Apds este tempo, a mistura foi mantida a uma temperatura
de 20°C e foram adicionados 0,17g de N,N-4-dimetilaminopiridina (4-DMAP), 9 mL de cloreto
de pivaloila (PivCl) e 0,4g de dodecilsulfato de sédio (SDS). A mistura resultante foi agitada
durante 24 h a t.a, depois colocada em banho de gelo, tratada com etanol e centrifugada. O
precipitado obtido foi dissolvido em uma solu¢do tampéao de fosfato a pH 7. A mistura resultante
foi submetida a precipitacdo com etanol e dialise descritas anteriormente (item 4.3). Em
sequéncia, o produto obtido, depois de ser caraterizado por FT-1V e RMN, foi solubilizado em
formamida (30 mL), e depois foram adicionados 5 mL de piridina e 0,25 g de complexo SOs-Py
(24 equivalentes / unidade de glucose). A mistura resultante foi agitada durante 17 h a t.a;
Depois foi neutralizada com bicarbonato de sodio, dialisada, tratada com etanol e centrifugada. O
precipitado obtido foi liofilizado (DE ARAUJO et al., 2013).

Desprotecdo: depois de ser caraterizado por FT-1IV e RMN, o material resultante foi
dissolvido em 20 mL de solucdo de NaOH 1 M e agitado durante 72 h a ta e 1h a 50 °C. A
solucdo resultante foi neutralizada com HCI até pH 7 e purificada (item 4.1). Em seguida foi
caraterizado por FT-IV e RMN (DE ARAUJO et al., 2013).

4.5 Sulfonacgéo da botriosferana via acetonideo

Em um baldo de fundo redondo de 125 mL, contendo 0,08 g de botriosferana
,adicionou-se 30mL de DMF, sob atmosfera inerte de argonio. A mistura foi agitada por 24 h a
t.a.Uma mistura de 40 mL de acetona e 1 mL de &cido sulfarico concentrado foi adicionada. A
mistura resultante foi aquecida sob refluxo com temperatura de 50-70°C, durante 24 h. Decorrido

0 tempo, a reacdo foi interropida com adicao de solugdo de NaHCO3 saturado até a neutralizagdo.
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Posteriormente, a mistura foi purificada segundo os procedimentos relatados no item4.1
(GREENE E WUTS, 2007).

Desprotecdo: depois de ser caraterizado por FT-IV e RMN, o material resultante foi
dissolvido em 20 mL de solucdo de acido p-toluenossulfénico 1 M e agitado durante 48 h a t.a.
Depois deste tempo, a solucéo resultante foi neutralizada com solugdo de NaOH 1 M até pH 7 e
purificada (item 4.1). Em seguida foi caraterizado por FT-IV(GREENE & WUTS, 2007).

4.6 Determinacao do grau de substituicéo (DS)
4.6.1 Quantificacdo dos grupos sulfato (DSs)

No dia anterior a andlise foram preparadas 4 solucbes: HCI 1M, solucdo gelatina-bario
(gelatina Oxoid 5 mgmL™, 3 horas antes da anélise foram adicionados 5 mgmL™ de BaCl2),
Na2SOs 1 mgmL™ em HCI 1M e TCA 3% (m/V). Para a curva analitica foram preparadas sete
solugdes de 5 mL, de quantidades de sulfato variadas e conhecidas (contendo 0-200 pg de SO4),
contendo 3,8 mL de TCA 3%, 1 mL de solugdo de gelatina-bario e 200 uL de HCI 1M. Uma
massa conhecida de amostra sulfatada (1-1,4 mg) foi submetida a hidrolise com 1 mL de HCI
1M durante 5 h em estufa (110°C) em tubos vedados, préprios para hidrolise. Decorrido esse
tempo foram preparadas solugdes da amostra (3,8 mL de TCA 3%, 1 mLde solugédo gelatina-
bario e 200 uL de amostra hidrolisada). A leitura foi realizada no espectrofotometro em 360 nm,
as solucdes das amostras foram preparadas em triplicata (DODGSON; PRICE, 1962).

A partir da equacéo da reta da curva analitica e da média dos trés valores de absorvancia
das amostras, foi possivel determinar a quantidade de sulfato nas aliquotas de 200 pL. A
porcentagem de enxofre em massa (S%) e o grau de substituicdo do polissacarideo (DS)

foramcalculados a partir das seguintes formulas (DODGSON , 1961).

0,1374%100
Amostra (ug)

5% = S0; (19)

162,14, 5%

Dy = .
3200 — (102.5%)
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4.6.2 Quantificacdo dos grupos carboximetil (DSc)
O grau de substituicdo dos derivados carboximetilados foi determinado pelo método

titulacdo acido-base.

Foram dissolvidos 200 mg da botriosferana carboximetilada (CM) em 100 mL de agua
destilada. A mistura foi agitada vigorosamente por 3 min e centrifugada. O sobrenadante na
forma de um sal (CM-Na) foi convertido para forma acida (CM-H) através de percolagdo em
coluna de troca ionica (Amberlite IR-120) com um fluxo aproximadamente 3 mL/ min. Para
construir a coluna foi usado uma seringa de 10 mL empacotada com resina. A solu¢cdo CM-H foi
eluida e depois a coluna foi lavada com 400 mL de &gua ultra-pura. O volume final (500 mL) foi
concentrado em um rotaevaporador e liofilizado. O sélido obtido foi dissolvido em 100 mL de
agua destilada e misturado com 3 gotas de fenolftaleina, 2 mL de metanol e, 15 mL de NaOH
0,1N. A mistura resultante foi titulada com HCI 0,1N, usando100 mL de agua destilada como
branco. O DSc foi calculado pela seguinte formula (TATONGJAI; LUMDUBWONG, 2010).

cXMcx(Vb—Vs)x100%
m

Wce =

_ WcexMa
(100%—-Wc)xMc

DS

4.7 Caracterizacgdes espectroscopicas

4.7.1 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (TF-1V)

Os espectros TF-IVdas amostras de 400 a 4000 cm* foram obtidos utilizando-se um
espectrofotometro TF-1VBruker modelo Vertex 70, com acessorio de refletancia Platinum ATR
no Laborat6rio de Quimica Prebidtica (LQP) do Departamento de Quimica da UEL. Os espectros
também foram obtidos utilizando-se o espectrofotébmetro TF-1V, marca Shimadzu, modelo IR
PRESTIGE-21 e no espectrofotdometro TF-1V, marca Shimadzu modelo FTIR-8300. Quando
apropriado, foram utilizadas pastilhas de KBr, previamente seco em estufa a 80 °C por 24 h. Para
fabricacdo das pastilhas, utilizou-se 1 mg de amostra para 20 mg de KBr. Entédo, os solidos foram
homogeneizados e a amistura foi prensada na forma de uma pastilha. Os espectros foram
analisados utilizando-se o programa OriginPro 9.0.
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4.7.2 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os experimentos de RMN foram realizados em Espectrometro Bruker Mod. Avance 1l
operando a 400 MHz para *H e 100 MHz para *3C no Laboratério de Espectroscopia (ESPEC) da
UEL. As amostras foram preparadas em solventes D,O e DMSO-dg. A andlise dos espectros foi

feita utilizando-se o programa MestreNova-6.0.
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5. Resultados e Discussédo
5.1 Caraterizacdo estrutural da botriosferana

A botriosferana, uma glucana do tipo pB-(1—3,1—6) é constituida por quatro tipos de
unidades classificados de acordo com o tipo de ligacdo que os mondmeros de glucose realizam
ao longo da cadeia ramificada. A cadeia principal (linear) é constituida por mondémeros
interligados, que correspondem a unidade—3)-Glcp-(1—. O mondmero da cadeia linear que
liga-se a ramificacdo correspondente a unidade —3,6)-Glcp-(1—. E as ramificacbes séo

constituidas por uma ou duas unidades p-D-Glc-(1—6) (Figura 2, pagina 20).

A caracterizacdo por espectroscopia de infravermelho (TF-1V) permitiu a identificacdo
dos principais grupamentos quimicos presentes na botriosferana (Figura 5). A banda de vibracgédo
do grupo hidroxila foi confirmada na regi&o de 3600 & 3000 cm™. Na regido de 2999 & 2780 cm’
! foi observada uma vibracdo de estiramento C-H. A banda intensa em 1640 cm™corresponde &
vibracdo de estiramento do anel de glucose e também pode indicar a presenca de moléculas de
H,0 na estrutura. As deformacdes da vibracdo assimétrica dos grupos CH, e COH encontram-se
na regido de 1425 e 1362 cm™, respectivamente. A banda fortemente intensa em 1037 cm™
refere-se a vibragédo de estiramento C-O de alcool e do anel da glucose.A banda de vibracdo que
ocorre na regido de1040 e 890 cm™ indica a presenca de unidades de glucose interligadas por
ligacdo glicosidica de configuracdo . Estes resultados vao de acordo com o estudo realizado por
Da Silva (DA SILVA et al., 2008).

Figura 5- Espectro na regido do infravermelho (TF-1V) da botriosferana nativa
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5.2 Caraterizacdo da botriosferana por RMN 1D e 2D

O exopolissacarideo botriosferana possui uma baixa solubilidade em &gua devido
principalmente a sua conformacéo em tripla hélice. Para se obter uma boa intensidade dos sinais
de RMN, antes da sua solubilizacdo em D0, a botriosferana nativa foi inicialmente solubilizada
em NaOH 0,25M, liofilizada e, posteriormente, dissolvida em D,0O. Este procedimento permitiu
0 rompimento da tripla hélice e, consequentemente, aumentou a solubilidade do EPS em agua.
Os sinais de RMN foram assinalados através dos espectros de RMN de *H, DEPT135, COSY e
HSQC. E a primeira vez que foi realizada a caraterizacdo da botriosferana em solucéo de NaOH
e 0s espectros forneceram sinais mais evidentes que estudos prévios e informagdo muito
detalhada, que pode ser comparada com o estudo realizado por Barbosa (BARBOSA et al.,
2003).

Pelo espectro de RMN de'H (Figura 6) distinguem-se sinais em 4,75 (H-1) e 4,50 ppm
(H-1") correspondentes aos hidrogénios anoméricos dos residuos de glucose. Outros sinais
caracteristicos de polissacarideos referem-se aos H-6, que surgem em 4,28 e 3,93 ppm. Através
do espectro de COSY (Anexo 1), distinguem-se duas correlacGe sem 4,28/3,83 e 3,93/3,73 que
foram interpretadas no espectro de HSQC para atribuicdo dos respectivos carbonos (Figura 8).
Depois de confrontar-se os espectros, foi possivel identificar que a correlacdo (4,28/3,83)
corresponde aos hidrogénios diastereotopicos (H6ab™) metilénicos, pertencentes nas
unidades—3,6)-Glcp-(1— e pB-D-Glcp-(1—6)  enquanto que a correlacdo (3,93/3,73)
corresponde aos hidrogénios (H-6ab) do grupo metilénico, pertecentes a unidade —3)-Glcp-
(1—. Levando em consideracdo que o hidrogénio anomérico H-1 de uma a-glucana ocorre
normalmente em 5,2 ppm (VAN LEEUWEN et al., 2008), estes resultados indicam claramente
que a botriosferana € uma p-glucana, confirmando assim o que foi observado no espectro TF-1V.
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Figura 6- Espectro de RMN de *H da botriosferana nativa em D,O (NaOH 0,25 M)

5.1 5.0 4.9 4.8 4.7 4.6 4.5 4.4 4.3 4.2 4.1 4.0 3.9 3.8 3.7 3.6 3.5 34 3.3 3.2
f1 (ppm)

No espectro DEPT135 (Figura7) observam-se sinais de carbono que correspondem a 4
unidades de uma pB-(1—3;1—6)-D-glucana: Glcp-(1—, —6)-Glcp-(1—, —3)-Glcp-(1— e
—3,6)-Glcp-(1—. O sinal em 104,9 ppm, de maior intensidade, corresponde ao carbono
anomérico da unidade—3)-Glcp-(1—, o sinal em 104,8ppm é referente a unidade Glcp-(1—. Os
carbonos anoméricos das unidades 3,6)-Glcp-(1— e —6)-Glcp-(1—foram observados em 104,6
e 104,5 ppm, respectivamente. O sinal em 88,8 ppm € atribuido ao C-3 do residuo —3)-Glcp-
(1—, enquanto que em 88,1ppm corresponde ao C-3 da unidade trissubstituida —3,6)-Glcp-
(1—. Os sinais de fase negativa no DEPT135 indicam a presenca do grupo metileno (CH,). O
sinal em 70,5 ppm pertence ao C-6 substituido enquanto que em 62,4 ppm corresponde ao C-6
com OH livre. Outros sinais foram registrados em 78,6 (C-3 com OH livre); 77,0 (C-5); 74,9 (C-

2) e 71,9 ppm (C-4) (Tabela 1). Os sinais de carbono registrados vdo de acordo com 0s
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resultados publicados pela BARBOSA e colaboradores (2003), assim confirmando-se que a

botriosferana é uma B-glucana ramificada.

Tabelal- Deslocamento quimico dos carbonos de todas unidades da botriosferna

Unidades de Glucose  Deslocamento quimico (ppm)

c-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6

Glep-(1— 104,8 74,8 78,6 71,9 77 62,5
—6)-Glcp-(1— 104,5 74.8 78 714 767 70,5
—3)-Glcp-(1— 104,9 74,9 88,3 699 77 62,5
62,4

3,6)-Glcp-(1— 104,8 74,9 88,1 69,9 76,6 70,5
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Figura 7- Espectro de RMN (DEPT135) da botriosferana nativa em D,0 (NaOH 0,25 M).
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Todos os assinalamentos foram confrontados pelo espectro de HSQC (Figura 8). Nele,
distinguem-se as correlagbes em 104,8/4,75 (C-1/H-1: Glcp-(1—) e em 104,9/4,5 (C-1/H-1:
—3)-Glcp-(1—), que torna evidente tratar-se de uma B-glucana ramificada, onde os &tomos de H
e C anoméricos posicionados em unidades diferentes ressonam em frequéncias diferentes. As
correlagdes em 70,5/4,30 e 70,5/3,83 ppm correspondem a C-6/H-6ab da unidade ramificada em
C-6, enquanto que em 62,4/3,93 e 62,4/3,73 ppm correspondem a C-6/H-6ab das unidades sem
ramificacdo. Os sinais de hidrogénio destas correlacbes condizem com a correlacdo observada

em espectro de COSY (Anexo 1), assim confirmando-se mais uma vez a estrutura quimica do
material em anélise.
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Figura 8- Espectro de HSQC da botriosferana nativa em D,O (NaOH 0,25 M)

3.95,62.40% {3.73,62.37 leo
(3.95,62.403£3.73,62.37%
- 65
{4'30’(7;0—29 = {3'83'70'4(67 — {3.42,71.52§ Lo
{3.30,74.92
{3.60,76.953 —— - = |l7s
’ é {3.44,78.61}
80 —_
E
=
85 =
90
95
100
(4.49,105, {4.50,104.813
%{: — 105

=S
% {4.42,104.87%

T
4.8 4.7 4.6 4.5 4.4 4.3 4.2 4.1

5.3 Derivatizacdo da botriosferana

A maioria das unidades de glucose na botriosferana possui trés grupos hidroxila livres.
Estes grupos hidroxila estdo envolvidos em ligacdes de hidrogénio, necessarias para manter a
estrutura conformacional tripla hélice (GIESE et al., 2008). Devido a baixa solubilidade
relacionada a essa conformacdo, para promover a modificacdo quimica foi necessario escolher
uma mistura de solventes adequados, variar a temperatura e usar diferentes equivalentes dos
agentes derivatizantes. Com a variacdo destes parametros de reacdo foi possivel derivatizar a
botriosferana em condicGes heterogéneas (mistura heterogénea na qual a maior parte do EPS

permaneceu insoltvel no meio de reagdo) e homogéneas (mistura homogénea).

5.3.1 Reducéo da botriosferana nativa

A reducdo da botriosferana pode se fazer necessaria quando se deseja que seus terminais
redutores ndo interfiram nas reagdes que se destinam a modificagdo quimica de grupos hidroxila
ao longo da sua cadeia. Foram utilizadas duas condicGes diferentes para reduzir a botriosferana.
Na primeira condicdo, a reducdo ocorreu em uma solugdo aquosa de NaBH,4. A proporgdo das
quantidades usadas foi de 1:1 (Mpotriosferana/MNasHa) (ESquema 6). A segunda condigdo consistiu
primeiramente em solubilizar a botriosferana em uma solugcédo de NaOH 0,25M e, em seguida,

adicionou-se a mistura homogénea formada, um excesso (2 g) de NaBHy, (4 equivalentes/unidade



45

de glucose). A botriosferana resultante da reducdo com NaBH,/NaOH mostrou-se mais soltvel
que a botriosferana reduzida somente com o NaBH,,

Esquema 6- Representacdo da reacdo de reducdo da botriosferana
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OH OH oH OH
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o - HO O
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>

NaOH/HZO, t.a, 24 h

Os produtos resultantes da redugdo foram submetidos as reaces de derivatizacdo que

serdo abordadas a seguir.

5.3.2 Sulfonagéo da botriosferana

De modo a se inserir grupos sulfato em posicdes especificas da sua estrutura, o polissacarideo foi
primeiramente protegido na forma de éster de pivaloila ou acetonideo. Outros derivados foram
preparados por carboximetilagdo e sulfonagdo branda.5.3.3 Protecdo regiosseletiva da

botriosferana com cloreto de pivaloila

Primeiramente, a botriosferana foi submetida a reacdo de protecdo dos grupos hidroxila
da posicdo 6 com o grupo pivaloila, antes da sulfonacdo.A reacdo de protecdo foi realizada em
diferentes condigdes reacionais. Foi usado formamida (FA) ou DMF como solvente, piridina
como base, 4-DMAP como catalisador e 0 SDS como tensoativo. O cloreto de pivaloila (PivCl)

foi usado como agente derivatizante (Esquema 7).

OH
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Esquema 7- Representacdo da reacdo de esterificacdo com PivCl
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Na entrada 1 da tabela 2, mostra-se que a reacdo foi conduzida a temperatura ambiente,
com 150 equivalentes moles de PivCl durante 24 h. Nestas condi¢6es ndo foi formado nenhum
produto reacional. O sucesso da reacéo foi alcangcado quando mudou-se as condigOes reacionais.
Na entrada 2, elevou-se a quantidade de PivCl para 200 equivalentes, manteve-se o tempo
reacional e a temperatura foi aumentada para 60 °C durante 1 h. Nas entradas 3-5, a quantidade
do PivCl foi reduzida quase a metade, foi usado o tenso ativo SDS e a reacdo foi conduzida a t.a.

Na entrada 4, a reacé@o passou por dois ciclos de protecao.

Tabela 2- Testes de variacdo das condi¢des de reacdo de protecdo com PivCl

Entradas Equivalente® Temperatura Tempo Rendimento® SDS Amostras

(°C) (h)
1 150 ta. 24 - N&o -
2 200 t.a.—60 231 26 Ndo Piv1
3 82 ta. 62 56 Sim  Piv 2
4° 82 ta. 48 25 Sim  Piv3
5 75 ta. 48 100 Sim  Piv 4

# nimero de equivalentes em relagdo a cada unidade de glucose do polissacarideo.
® rendimento relativo & massa de polissacarideo recuperada.
¢ realizada em dois ciclos de protecdo.

As amostras protegidas pelos grupos pivaloila foram caraterizadas pela espectroscopia de
TF-1V e comparadas ao espectro da botriosferana reduzida (figura 9). A banda de vibragédo
assimétrica de estiramento C=0 carateristica dos ésteres apareceu com menor intensidade na

regido 1730 cm™ para a amostraPivl (Figura 9). O espectro de TF-IV da amostraPiv2 mostrou
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uma banda de estiramento C=0 na mesma regido, um pouco mais intensa se comparada ao
espectro da amostraPivl (Figura 9). No mesmo espectro, foi observada uma sobreposicdo de
bandas na regido 1300-1100cm™. Dentro desta regido, é comum o aparecimentode banda de
vibracdo assimétrica de estiramento C-O do grupo éster, que normalmentente observa-se em
1240 cm™. No espectro da amostra Piv3 (Figura 9), a banda de vibragdo O-H em torno de 3400
cm™ tornou-se mais estreita, e a banda de vibragdo assimétrica e simétrica de estiramento C-H
em 2920 cm™ e 2845 cm™, tornou-se mais intensa. A banda de estiramento C=0O desta amostra
apareceu com menor intensidade em 1730 cm™. O espectro da amostra Piv4 (Figura 9) mostrou
uma banda de estiramento de C=0 de menor intensidade em 1730cm™ e uma banda um pouco
mais intensa devido a vibracdo de estiramento C-H na regifo 2920-2845 cm™. Os resultados
relatados indicam a presenca dos grupos carbonila e t-butila, provenientes do agente

derivatizante PivCl, na estrutura da botriosferana.

Figura 9- Espectros TF-IV das amostras Pivl a 4, comparados ao espectro TF-IV da
botriosferana reduzida
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No entanto, para uma melhor caracterizacdo do grupo protetor ligado a estrutura da

botriosferana, as amostras foram conduzidas a analise por RMN 1D e 2D.
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O grupo pivaloila foi confirmado pelos espectros de RMN de *H (Anexo 2), *C (Figura
10) e HSQC (Figura 11). O espectro HSQC (amostraPivl, Figura 11) mostrou correlacdo em
1,01/26,6 ppm, que indica a presenca das metilas (-CH3 ) do grupo pivaloila. No espectro de
RMN de *C (amostraPiv1) (Figura 10) foi observado o sinal do carbono quaternério do grupo
pivaloila em 39,1 ppm, proximo ao sinal do solvente DMSO-ds, € um sinal de menor intensidade
em 180,7 ppm pertencente a carbonila (C=0) da funcdo éster. Ainda pelo espectro HSQC, foi
possivel distinguir uma correlacdo muito importante em 3,54/60,3 e 3,45/62,44 ppm,
correspondente a H-6/C-6. Este resultado indica que a correlacdo 3,54/60,3 corresponde ao C-6
ndo substituido e a correlacdo 3,45/62,44 refere-se & C-6 substituido pelo grupo pivaloila, que
tende a aparecer em maior deslocamento quimico. A presenca do sinal de C-6 em 60,3 ppm
indica que as hidroxilas na posicdo 6 da botriosferana estdo parcialmente substituidas pelo grupo
pivaloila. Quando este sinal desaparece e um novo sinal aparece em maior deslocamento
quimico, a substituicdo pelo grupo pivaloila foi completa. Os sinais dos carbonos C-2 e C-4,
comparados aos sinais da botriosferana nativa, ndo sofreram nenhuma mudanca, pois aparecem
em regides caracteristicas. Isto indica que a substituicdo pelo grupo protetor ndo aconteceu em
C-2 e nem em C-4. Esta diferenca corrabora com a ordem de reatividade dos grupos hidroxila. O
grupo OH-6, que é um &lcool primario, € o0 menos impedido estericamente, consequentemente,
mais reativo que grupos OH-2 e OH-4. Desta forma, a modificagdo regiosseletiva foi possivel
devido ao efeito estérico promovido pelo grupo pivaloila (DE ARAUJO et al., 2013; GAO et al.,
1997).
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Figura 10- Espectro de RMN-'*C da amostraPiv 1 em DMSO-ds

—180.7
—103.1
75,
74
—60.2
—26.6

__—pmsod

(CHe )3C

180 170 160 150 140 130 120 110 100 20 80 70 60 50 a0 30
f1 (ppm)

Figurall- Recorte do espectro de HSQC da amostra Pivl em DMSO-ds
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A amostraPiv2 foi caraterizada por RMN de *H e **C. O espectro deRMN de *H (Anexo
3) mostrou o sinal em 1,01 ppm,atribuido aos hidrogénios metilicos do grupo t-butila. No
espectro de RMN de *C (Figura 12) foi observado um sinal intenso em 27 ppm, atribuido ao

carbono dos grupos metila pertecentes ao grupo t-butila, entretanto, ndo foi possivel observar o

f1 (ppm)
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carbono quaternério do grupo t-butila. N&o foi observadoo sinal de C-6 ndo substituido, que
geralmente é observado aproximadamente em 60,3 ppm. A auséncia deste sinal pode indicar que
0s grupos OH-6 foram completamente substituidos. N&o foi observado o sinal da carbonila,
possivelmente devido a necessidade de maior acimulo de aquisi¢cbes no RMN para este grupo.
Foram observados sinais em, 103,5 (C-1), 76,8 (C-3), 75,8 (C-5), 73,8 (C-2), 70,3 (C-4) e 68,9
ppm (C-6), atribuidos aos carbonos das unidades de glucose (Figura 12).

Figura 12 Espectro de RMN de'*C da amostra Piv 2 em DMSO-ds
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A amostra Piv 3, devido a menor massa recuperada, ndo foi caraterizada por RMN. A
amostra Piv 4 foi caraterizada por RMN de *H,"*C e HSQC. O espectro deRMN de 'H (Anexo 4)
mostrou um intenso sinal em 1,22 ppm, atribuido aos hidrogénios metilicos do grupo t-butila. No
espectro de RMN de *C (Figura 13) foi observado um sinal intenso em 29,5 ppm, atribuido ao
carbono dos grupos metila pertecentes ao grupo t-butila, entretanto, ndo foi possivel distiguir o
carbono quaternario do grupo t-butila. O espectro HSQC (Figura 14) mostrou correlagdo em
1,22/29,5 ppm, assim confirmando a presenca dos grupos metila (-CH3). Pelo espectro de RMN
de *3C foi observado um sinal de baixa intensidade em 61,3 atribuido ao C-6 n&o substituido e,
foi observado a presenca de um sinal de elevada intensidade em torno de 66,1 ppm. No espectro
de HSQC (Figura 14), o sinal em 66,0 ppm faz correlacdo com o sinal de H-6 em 3,68 ppm. A
baixa intensidade do sinal em 61,3 ppm e o aparecimento de um novo sinal com maior

intensidade em 66,0 ppm indicam claramente que a substituicdo em C-6 pelo grupo pivaloila foi
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completa. Estes resultados vdo de acordo com o estudo realizado por GAO et al.; 1997 e DE
ARAUJO et al.; 2013. Segundo estes autores, o grau de substituicio em OH-6 livre é
aproximadamente igual a 1, indicando que todas as posi¢des deste carbono encontram-se
ocupadas pelo grupo pivaloila. Foram observados sinais em 103,6 (C-1), 76,9 (C-3), 75,9 (C-5),
73,8 (C-2), 70,2 (C-4) e 68,8 ppm (C-6), atribuidos aos carbonos das unidades de glucose (Figura
13).

Figura 13- Espectro de RMN-'*C da amostra Piv 4 em DMSO-ds
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Figura 14- Espectro de HSQC da amostra Piv 4 em DMSO-ds
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5.3.3.1 Sulfonacéo regiosseletiva da amostra Piv 1

Devido a caracterizacdo mais completa da amostra Piv 1, esta foi escolhida para a
sucessiva derivatizagdo. A reacdo de sulfonagdo da amostraPivl comegou com 0 processo de
solubilizacdo em formamida. Dada a baixa solubilidade, foi adicionado piridina e DMSO e a
temperatura foi mantida a 50 °C. A sulfonacéo foi conduzida com o complexo SOs-Py a t.a. O
produto formado (amostraPiv1S) foi primeiramente caraterizado por TF-1V, onde foi possivel
observar bandas de menor intensidade de vibragcdo assimétrica de estiramento S=O e simétrica de
estiramento C-O-S em 1230 e 810 cm™, respectivamente, indicando a presenca de grupos sulfato

ligados a estrutura do polissacarideo (Figura 15).
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Figura 15- Espectro de TF-1V da amostraPiv1lS, comparado ao espectro TF-1V da amostra Piv 1
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5.3.3.2 Desprotecao da amostra Piv 1S
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Esquema 8- Representacdo da reacdo de desprotecdo da amostra Piv 1S
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A amostra Piv 1S foi agitada vigorosamente em solucdo de NaOH 1M durante 72 h

com uma variagdo de temperatura (t.a.-50 °C). O NaOH foi utilizado para remover o grupo

protetor. O espectro de TF-IV (Figura 16) do produto da reacdo de desprotecdo (Amostra Piv

1SDP), mostrou uma banda intensa em 1450 cm™ que provavelmente deve ser devido & vibragéo

de estiramenro C-O e, a banda de estiramento C-H na regido 2999-2780 cm™ reduziu de

intensidade. No espectro de RMN de *H, observou-se a permanéncia do sinal de H metilico em

1,0 ppm de menor intensidade comparado ao espectro da amostra PivlS (Anexo 5). Estes
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resultados indicam que a desprotecdo foi parcial, uma vez que, a amostra PivlSDP ganhou

solubilidade e parte dos grupos protetores permaneceu.

Figura 16- Espectro de TF-1V da amostra PivISDP, comparado ao espectro TF-1V da amostra
PivlS
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5.3.4 Sulfonacéo regiosseletiva da amostra Piv 4
O derivado pivaloila (amostra Piv 4) apresentou uma melhor solubilidade em
formamida, por isso, a sulfonagdo rendeu um bom resultado. Foram utilizados 24 equivalentes do

complexo SOs-Py Auinidades de glucose .

Esquema 9- Representacdo da reeacdo de sulfonacdo da amostra Piv 4
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O produto resultante foi caraterizado por TF-1V, onde observou-se uma intensa banda
em 1230 cm™, atribuida & vibragdo assimétrica de estiramento S=O, e em 810 cm™ foi observada
a banda de vibracdo simétrica de estiramento C-O-S, indicando a presenca do grupo sulfato na

estrutura do derivado pivaloila (Figura 17).

Figura 17- Espectro de TF-IV da amostra Piv 4S (C), comparado ao espectro TF-1V da amostra
Piv4 (B) e botriosferana (A)
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No espectro HSQC (figura 18) do derivado pivaloila sulfatado comparado ao espetro
HSQC (Figural4) do derivado pivaloila, foram observados novos sinais em determinadas regides
que podem indicar a presenca do grupo sulfato na estrutura. A correlacdo em 3,79/79,6 ppm
apareceu devido a substituicdo da OH-4 pelo grupo sulfato. E a correlagdo em 3,97/ 83,0 ppm
deve-se a presenca do grupo sulfato no C-2. Estes resultados indicam que a sulfonacédo

regiosseletiva ocorreu com sucesso preferencialmente nas posicdes de C-2 e C-4.



Figural8- Espectro de HSQC da amostra Piv 4S em DMSO-ds
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5.3.4.1 Desprotecdo da amostra Piv 4S

A reacdo de desprotecdo da amostra Piv 4S foi realizada em solucdo de NaOH 1M
durante 72 h a t.a. e 1 h em banho (55 -60 °C). O produto resultante foi caraterizado por TF-IV e
foi possivel detectar a presenca de bandas caracteristicas do grupo pivaloila (Figura 19). Estes

resultados podem indicar que a desprotecdo ndo ocorreu com sucesso. A caracterizagdo deste

produto por RMN permitird uma mellhor analise da desprotecéo.
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Figura 19- Espectro de TF-1V da amostra Piv 4S (A), comparado ao espectro TF-1V da amostra
Piv 4SDP (B)
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5.3.5 Modificagao regiosseletiva da botriosferana via acetonideo

A botriosferana foi modificada na presenca do agente derivatizante acetona e do acido
sulfurico diluido como catalisador sob condicdes de refluxo (Esquema 10). A catalise com acido
p-toluenossulfonico ndo ocorreu com sucesso, por essa razdo, recorremos ao acido sulfurico
diluido. O proton doado pelo &cido torna a acetona mais reativa, assim favorecendo o ataque pelo
grupo hidroxila menos impedido estericamente (OH-6) e, consequentemente, a hidroxila
secundaria na posicdo 4 (OH-4), promove o fechamento do anel de 6 atomos para formar um
cetal. Entretano, o H,SO4 em solucdo encontra-se em um equilibrio dindmico com o tridxido de
enxofre (SO3), um eletrofilo, sendo assim, somente as hidroxilas desprotegidas OH-2, podem
atacar o SOg3, levando a formacdo de um polissacarideo protegido na forma de acetonideo e,

adicionalmente, sulfatado na posi¢cdo OH-2 (Esquemall).

Esquema 10- Representacdo da reacdo de formag&o do acetonideo sulfatado de botriosferana
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Esquema 11- Mecanismo de formagao do acetonideo sulfatado de botriosferana
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No espectro de TF-IV (Figura 20) do derivado acetonideo sulfatado, comparado aquele
da botriosferana, é possivel identificar novas bandas que indicam tratar-se de um composto
diferente do material de partida. A banda intensa que apareceu em 1470 cm™ é atribuida a
vibracdo assimétrica do estiramento C-O do anel cetal. A banda em 1230 cm™ é atribuida &
vibragéio assimétrica do estiramento S=O e em 810 cm™ é atribuida & vibracfo simétrica do
estiramento C-O-S, correspondente ao grupo C-O-SOs;. Estes resultados indicam que a
botriosferana foi transformada em acetonideo sulfatado. Neste caso, seria necessario a
caraterizagdo por RMN. Todavia, a baixa solubilidade da amostra em D,O e DMSO-ds
impossibilitou a analise por RMN e ndo foi encontrado na literatura um modelo para

fundamentar a sua caracterizacéo.
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Figura 20- Espectro TF-IV do acetonideo sulfatado comparado ao espectro da botriosferana
reduzida
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5.3.5.1 Desprote¢do do acetonideo sulfatado

Foi utilizado acido p-toluenossulfénico aquoso para desproteger o acetonideo sulfatado.
O atomo de oxigénio na posicdo 4 das unidades de glucose protegidas é protonado, assim
transformando-se num bom grupo abandonador. Sua ligagdo com o carbono cetélico é rompida,
desencadeando o mecanismo inverso da reacdo de protecdo. O esquema 12 ilustra a reacdo de

desprotecao.

Esquema 12- Representacdo da reacdo de desprotecdo do acetonideo sulfatado
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No espectro TF-1V (Figura 21) da amostra desprotegida sulfatada, observou-se a permanéncia da
banda de vibracao assimétrica de estiramento S=O em 1230 cm™ e simétrica de estiramento C-O-
S em 810 cm™. Comparado ao espectro do acetonideo sulfatado, notou-se a auséncia da banda de

vibracdo de estiramento C-O do anel cetal em 1470 cm™. Estes resultados indicam que a
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desprotecdo ocorreu com sucesso e o produto resultante, é um derivado da botriosferana

sulfatado.

Figura 21- Espectro TF-IV da amostra desprotegida e sulfatada, comparado ao espectro da
botriosferana precursora,na forma de acetonideo sulfatado
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5.3.6 Reacdo de carboximetilacdo da botriosferana

O polissacarideo heparan sulfato, receptor dos virus envelopados na célula hospedeira,
possui grupos carboxila, além dos grupos sulfato. De modo a tornar a botriosferana mais
parecida estruturalmente com o heparan sulfato, grupos carboxila foram introduzidos por
carboximetilacdo, seguida de sulfonacdo. A reacdo de carboximetilacdo foi desenvolvida em
duas etapas. Primeiramente, foi adicionada a base NaOH em uma mistura heterogénea de
isopropanol e botriosferana, em seguida o agente derivatizante, o acido monocloroacético
(MCA). O MCA reagiu pelo ataque dos oxigénios alcodlicos do polissacarideo ao seu carbono
metilénico via Sy2 (XU et al., 2009). Varias tentativas foram realizadas para se alcancar um
resultado satisfatorio. Foram relizados 3 testes de carboximetilagdo que diferem no modo de
adicdo do agente derivatizante MCA e do NaOH. No primeiro teste, foi adicionado numa Unica
porcdo MCA/NaOH a mistura botriosferana/isopropanol. No segundo teste, primeiro dissolveu-
se a botriosferana em solucdo de NaOH a 20% e depois foi adicionado isopropanol e MCA. O

ultimo teste consistiu na adicdo gota a gota da solucdo de NaOH (20%) a mistura de
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botriosferana e isopropanol, decorrida 1h, foi adicionado 0 MCA. Apds aquecimento a 60°C por
4h, obteve-se a transformacdo desejada com sucesso neste Ultimo procedimento. No
procedimento 1 a reacdo ndo aconteceu, devido tanto a hidrolise do MCA pelos ions hidroxido
quanto a neutralizacdo da base NaOH pelo MCA. No procedimento 2, a base NaOH néo foi
capaz de desprotonar as hidroxilas do polissacarideo. E com a adicao do MCA, a base foi
neutralizada. Isto nos faz perceber que a desprotonacdo das hidroxilas pelo NaOH acontece

quando o polissacarideo esta imerso em solucéo alcodlica (XU et al., 2009).

A botriosferana carboximetilada (botriosferanaCm) foi caracterizada por TF-1V (Figura
22). O grupo carboximetila foi confirmado pela intensidade de uma banda carateristica de
vibracdo assimétrica de estiramento do grupo COO” em 1606 cm™ (XU et al, 2009). Observaram-
se em ambos espectros (botriosferana e botriosferanaCm) uma banda de forte intensidade em
3400 cm™ referente & vibracdo de estiramento do grupo OH e uma banda em 2921cm™ atribuida
a vibracdo de estiramento C-H. A banda na regido 1450-1350 cm™ corresponde & deformacéo
simétrica dos grupos CH, e COH. A banda atribuida a vibracdo simétrica de estiramento C-O-C

encontra-se aproximadamente & 1050 cm™ (YANG et al., 2011).

Figura 22- Espectro de TF-1V da botriosferana carboximetilada (botriosferanaCm) comparado
aquele da botriosferana
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O espectro de RMN de *H (Figura 23) da botriosferana carboximetilada analisado em
D,0 (NaOH 0,25 M) demonstrou sinais em 4,42 e 4,26 ppm correspondentes aos hidrogénios
anoméricos das unidades de glucose. Outros sinais em 4,07 e 3,93 ppm sao atribuidos aos H-6. O
sinal em 2,82 ppm atribui-se a0 H-2. Devido a introdu¢do do grupo carboximetil na
botriosferana, esperava-se uma mudanga positiva do deslocamento quimico de H-6 devido ao
efeito de desblindagem exercida pelo grupo carboximetil. O sinal de H-6 da botriosferana cm
comparado ao H-6 da botriosferana nativa sofreu um deslocamento negativo de 0,21 ppm

enquanto que o H-2 deslocou 0,49 ppm..

Figura 23- Espectro de RMN de *H da botriosferana carboximetilada em D,O (NaOH 0,25 M)
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O espectro de RMN de **C (Figura 24), forneceu sinais em 103,2 (C-1), 81,9 (C-3),
76,0(C-3), 73,6 (C-5), 72,8 (C-2), 70,1 (C-4), 68,7 (C-6) e 63,3 ppm (C-6’) atribuidos as
unidades de glucose da botriosferana carboximetilada. O sinal de C-6 livre normalmente aparace
em 62,5 ppm (em D,0), mas neste espectro observou-se em 63,4 ppm. Este deslocamento pode
indicar que a beta-glucana botriosferana esta substituida na posi¢éo 6 pelo grupo carboximetila.
O sinal em 178,1 ppm foi atribuido ao grupo carbonila (C=0), este sinal pode ser visto como
uma clara evidéncia da presenga do grupo carboximetila, pelo qual corrobora os resultados da
espectroscopia de IV. O sinal em 70,6 ppm foi assinalado como sendo o carbono metilénico
(CHy) do substituinte carboximetila (YANG et al., 2011).
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Figura 24- Espectro de RMN de**C da botriosferana carboximetilada em D,O (NaOH 0,25 M).
No insert, observa-se a regido de carbonos sacaridicos de 110 a 58 ppm.
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A botriosferana carboximetilada também foi caracterizada por RMN de **C em estado
solido. Pelo espectro, foi possivel distinguir um intenso sinal em 179,5 ppm atribuido a carbonila
do grupo carboximetila, em 105 ppm atribuido ao C-1 envolvido nas ligacdo glicosidicas e um
sinal muito intenso que encontra-se entre 90 e 60 ppm, atribuido aos demais carbonos das
unidades de glucose do polisacarideo. Estes resultados comprovam que a botriosferana foi

satisfatoriamente carboximetilada (Figura 25).
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Figura 25- Espectrode RMN de **C em estado sélidoda botriosferana carboximetilada
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O grau de substituicdo da carboximetilagcdo (DSc) foi calculado por titulometria acido /
base, resultando em 0,9. Este valor indica que a cada 10 unidades de glucose da botriosferana em
média 9 mondmeros possuem o grupo carboximetila. Fazendo uma analogia da mudanca do
deslocamento quimico do C-6’ de 62,5 para 63,4 ppm comparado ao valor de DS e buscando a
diferenca de ordem de reatividade que existe entre os grupos hidroxila, pode-se sugerir que 0s
mondmeros estdo possivelmente substituidos na posicdo do OH-6, que é a posicdo menos

impedida estericamente e mais favoravel para reagir.

5.3.6.1 Sulfonacéo da botriosferana carboximetilada

A reacdo de sulfonacdo da botriosferana carboximetilada foi conduzida em solventes
organicos como formamida (FA) ou N,N-dimetilformamida (DMF) e piridina como base
(MENDES et al., 2009). A escolha do solvente para solubilizacdo do polissacarideo foi
fundamental para a derivatizagdo. A botriosferana mostrou maior solubilidade em formamida

que em DMF e outros solventes organicos aproticos. A piridina neste processo de derivatizacao
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atuou como uma base, que desempenha a funcdo de desprotonar o grupo hidroxila e tornar o
ataque nucleofilico mais favoravel (BRANDI et al., 2011). Foram preparadas 6 amostras
sulfatadas, duas delas passaram por 1 ciclo de sulfonacdo enquanto que as demais passaram por 2
ciclos de sulfonacdo (Tabela 3). Os detalhes sobre as condi¢des de sulfonacdo das amostras

carboximetiladas e seus respectivos DSs, podem ser consultados na tabela 3.

Tabela 3- Otimizacao das condigdes de sulfonacdo da botriosferana carboximetilada

Amostras eq Ciclo Temperatura Tempo (h) Rendiment DSs*
deHSOCI? s (°C) 0° (%)

CmS1 266 1 ta.a-4 24 o 0,2
CmRS3 296 2 ta.a-4 26 72 0,4
CmRS4 288 2 ta.a-4 24 26 0,12
CmRS5 226 2 ta.a-4 3 35 0,1
CmS6 100 1 60 4 89 0,1
CmRS6 100 2 60 4 87 0,2

 nimero de equivalentes em relagdo a cada unidade de glucose do polissacarideo
® rendimento relativo & massa de polissacarideo recuperada
¢ grau de sulfatacdo

O DS das amostras derivatizadas fornece informacdo sobre o numero de grupos
funcionais introduzidos em cada unidade de glucose do polissacarideo (Tabela 3). No entanto,
através do DS foi possivel observar que a ressulfonagdo eleva o grau de sulfatacdo (DSs). Como
por exemplo, a amostra CmRS3 possui um DSs de 0,4, o dobro da amostra CmS1, com DSs de
0,2. Um DSs de 0,4 indica que de cada 5 unidades de glucose em média 2 possuem um grupo
sulfato. Por outro lado, o valor de DSs esta diretamente relacionado com a quantidade do agente
sulfonante adicionada ao meio reacional. Como por exemplo, para a preparagdo da amostra
CmS6 (DSs = 0,1) foram necessarios 100 equivalentes de HSO3Cl. Quando a mesma amostra foi

ressulfonada na mesma quantidade do agente derivatizante, 0 DSs passou para 0,2, indicando que
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de cada 5 unidades de glucose pelo menos um grupo sulfato esta presente. Outros parametros de
reacdo que mereceram maior atencdo sdo o tempo e a temperatura. As amostras que foram
tratadas em banho de 60 °C durante 3h de reacdo obtiveram um melhor rendimento (87-89%).
Este resultado significa que a sulfonacdo por HSO3Cl durante 3h a 60 °C é a melhor condicao

reacional para a sintese de botriosferana carboximetilada sulfatada com o minimo de degradacéo.

Os produdos resultantes foram caraterizados pela espectroscopia TF-IV (Figura 26) e
comparados a botriosferana carboximetilada. No espectro TF-1V da amostra carboximetilada e
sulfatada, comparado aquele da botriosferana carboximetilada (Figura 22), foram observadas
bandas em 1240 e 816 cm™, atribuidas & vibracdo assimétrica do grupo S=O e simétrica C-O-S,
respectivamente, que indicam a presenca do grupo sulfato e, portanto, o0 sucesso da reacdo de

sulfonagéo.

Figura 26- Espectros de TF-IV da botriosferana nativa (A), carboximetilada (B) e
carboximetilada e sulfatada (CmRS3) (C)
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Os espectros no infravermelho das demais amostras que comprovam o0 sucesso das suas

respectivas reagoes de sulfonacdo podem ser encontrados no Anexo 6.

O grau de carboximetilagdo (DSc) da botriosferana carboximetilada foi extensivamente
maior que o grau de sulfatacdo (DSs). Esta diferenca pode ser explicada pelo efeito estérico que

0s grupos carboximetila e as hidroxilas secundarias podem causar na reacao de sulfonacdo. A
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ordem de reatividade entre as hidroxilas secundarias em polissacarideos ainda esta em discussao
na literatura, neste caso precisariamos caraterizar as amostras por RMN de *C ou de 'H e
posteriormente, estimar a posic¢ao dos grupos sulfato de acordo com a mudanca do deslocamento
quimico. Mas, pelo valor de DSs das amostras podemos estimar a provavel posicdo do grupo
sulfato nos mondmeros da botriosferana carboximetilada. Se considerarmos que a posi¢do do O-
6 esta predominantemente ocupada pelo grupo carboximetila, a sulfonacdo podera acontecer com
maior probabilidade nas posicdes OH-2 e OH-4. O espectro de RMN de *H da botriosferana
carboximetilada (Figura 23) indicou o sinal de H-2 em 2,82 ppm. Comparado ao espectro da
botriosferana carboximetilada e sulfatada (CmRS5) (Figura 27), observou-se o sinal de H-2 em
3,26 ppm. Esta mudanca de deslocamento quimico é causada pelo substituinte sulfato
introduzido na posicdo O-2 que tende a tornar o H-2 mais desblindado. Assim, indica-se pelo

espectro de RMN de 'H, o que havia sido sugerido pelos valores de DSs.

Figura 27- Espectro de RMN de *H da botriosferana carboximetilada e sulfatada (CmRS5) em
DO
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5.3.7 Sulfonacéo regiosseletiva da botriosferana sem grupo protetor
A sulfonacédo seletiva, sem grupo protetor, geralmente é conduzida na presenga de um
agente derivatizante brando. Pretende-se com isso introduzir o eletréfilo trioxido de enxofre

seletivamente na posicdo 6, mais reativa e acessivel. Por essa razdo foi utilizado o complexo
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SOs-Py, que é considerado menos reativo que o acido clorossulfénico. O material de partida,
botriosferana, inicialmente foi reduzido por NaBH,. Foram necesséarios (24 equivalentes de SO3-
Py /unidades de glucose) para sulfonar a botriosferana em meio homogéneo (dissolvida no meio
reacional) (Entrada 1). As reacdes que foram realizadas em meio heterogéneo (mistura
heterogénea), com as mesmas quantidades do SOs-Py, ndo decorreram com sucesso, com
excecdo de uma botriosferana que foi inicialmente reduzida com NaBH4/NaOH (Entrada 2)
(Tabela 4).

Tabela 4- Otimizacao das condigdes de sulfonacéo seletiva da botriosferana

Entrada Eq. (SOs-Py) Eq. Temperatura Tempo (h) Rendimento DSs
(Et:N)  (°C) (%)

1 24 8 ta 7 51 0,3

2 24 8 ta 48 78 0,6

Pelo espectro de TF-1V (Figura 28) da amostra de botriosferana sulfonada brandamente
foi possivel distinguir bandas de vibragdo assimétrica do estiramento S=O em 1230 cm™ e
vibracdo simétrica do estiramento C-O-S em 810cm™, comprovando que a sulfonagéo aconteceu
com sucesso. O valor de DSs da amostra da entrada 1 foi de 0,3. Este valor indica que a cada 3
unidades deglucose existe em média 1 unidade ligada ao grupo sulfato, provavelmente na
posicao 6. O valor de DSs da amostra da entrada 2 foi de 0,6, indicando que a cada 5 unidades de
glucose existem em média 3 unidades ligadas ao grupo sulfato. Quando fazemos uma
comparagdo com os resultados publicados por Sacchelli (2018), que usou 54 equivalentes de
SOs3-Py, mais que o dobro,encontrou-se um DS de 0,43. Pode-se deduzir que a metodologia
usada, nas duas entradas, é viavel para realizar uma sulfonacdo com menos equivalentes do

agente derivatizante, e obter um DSs satisfatorio.
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Figura 28- Espectro de TF-1V da botriosferana sulfatada com complexo SO3-Py,comparado ao
espectro da botriosferana
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A amostra da entrada 2 foi caraterizada pelo RMN (HSQC) e pelo espectro foi possivel
detectar correlagdo em 3,47/ 60,6 ppm que quando comparado ao espectro de botriosferana
nativa (Figura 8) mostra que a correlagdo corresponde ao C-6 nao ligado. E em 3,38 /63,5 e 3,30
/63,4 ppm (H-6" / C-6) encontramos correlagcdes correspondentes aos sinais de C-6 ligado ao
grupo sulfato. Estes resultados indicam que a sulfonagdo ocorreu parcialmente e houve uma

consideravel regiosseletividade pela posicdo do C-6 (Figura 28).



Figura 29- Espectro de HSQC da amostra botriosferana sulfatada (entrada 2) em DMSO-ds
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6. Concluséo

Em suma, as metodologias de sintese organica utilizadas neste trabalho permitiram a
preparacdo de derivados da botriosferana cujas hidroxilas foram protegidas ortogonalmente, de
modo a manter hidroxilas especificas disponiveis para a reacdo de sulfonacdo. O polissacarideo
botriosferana foi satisfatoriamente protegido na posicdo 6 pelo grupo pivaloila, o que foi
comprovado pelos espectros de TF-1V, RMN de 'H, **C e HSQC. Sua sulfonacio gerou um
derivado majoritariamente sulfatado nas posicOes 2 e 4, cuja reacdo de desprotecao foi parcial. A
botriosferana foi protegida nas posicoes 4 e 6 de suas unidades na forma de um cetal, com
concomitante sulfonacdo de sua estrutura. A desprotecdo das hidroxilas nas posicdes 4 e 6 do
acetonideo ocorreu com sucesso, a qual conduziu a formagdo de uma botriosferana sulfatada
prioritariamente na posigdo 2. A reacdo de carboximetilagdo da botriosferana, seguida da sua
sulfonacgdo, produziu derivados que possuem grupos carboxila e sulfato, semelhantes aqueles do
heparan sulfato da célula hospedeira, que é infectada pelos virus envelopados. O grupo
carboximetila ndo é um grupo protetor, mas uma derivatizagdo, por isso ndo foi removido ao
final da rota sintética. Testes preliminares, ndo relatados neste trabalho, indicaram que 0s
derivados carboximetilados e sulfatados renderam uma potencial atividade antiviral contra o
HSV. Estes derivados merecem um estudo mais detalhado de sua atividade antiviral in vitro e
possivelmente em modelos in vivo da herpes.Uma botriosferana sulfatada majoritariamente na
posicao 6 foi produzida com sucesso, pelo uso de uma reagdo de sulfonacdo em condi¢Ges mais
brandas. A avaliacdo da atividade antiviral de todos os derivados citados neste trabalho
permitird a elaboracdo de um estudo de relacdo estrutura-atividade. Este estudo fornecera
contribui¢bes valiosas ao estado da arte dos polissacarideos sulfatados inibidores de virus

envelopados.
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8. Anexos
Anexo 1: Espectro de COSY *H-'H da botriosferana nativa em D,O (NaOH 0,25M)
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Anexo 2: Espectro de RMN de *H da amostra Piv 1 em DMSO-ds
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Anexo 3: Espectro de RMN de *H da amostra Piv 2 em DMSO-ds
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Anexo 4: Espectro de RMN de *H da amostra Piv 4 em DMSO-ds
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Anexo 5: Espectro de RMN de *H da amostra PiviSDP em DMSO-ds
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Anexo 6: Comparacdo de espectro TF-IV da botriosferana carboximetilada(Cm) e das
botriosferanas carboximetiladas sulfatadas.
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